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1. UVOD 



1.1. Spinalni ganglij i primarni osjetni neuroni 

Spinalni ganglij (engl. dorsal root ganglion, DRG) bilateralna je struktura na svakoj razini 

kraljebka građena od tijela primarnih osjetnih neurona (engl. primary sensory neurons, PSN). 

Neuroni spinalnog ganglija odgovorni su za prijenos osjetnih informacija od receptivnih polja 

na periferiji, poput ko~e, mibi�a i unutarnjih organa do sredibnjeg ~iv�anog sustava (S}S) (1). 

Osjetni modaliteti kojima posreduju neuroni spinalnog ganglija uklju�uju dodir (prepoznavanje 

veli�ine, oblika i teksture predmeta te njihovog pomicanja po ko~i), propriocepciju (osje�aj 

stati�nog polo~aja i pokreta udova i tijela), nocicepciju (signaliziranje obte�enja tkiva ili 

kemijske iritacije, obi�no percipirane kao bol ili svrbe~) i temperaturni osjet (toplina i 

hladno�a) (2). 

Spinalni ganglij smjebten je u intervertebralnom otvoru između dorzalnog korijena i spinalnog 

~ivca (Slika 1A). Svaki ganglij sadr~i oko 15 000 tijela neurona, zabti�enih ovojnicom 

satelitskih stanica koje pru~aju metaboli�ku i funkcionalnu potporu (Slika 1B). Ganglij također 

obiluje malim krvnim ~ilama koje formiraju gustu mre~u kapilara, osiguravaju�i zadovoljenje 

potreba osjetnih neurona za energijom i kisikom. Zbog iznimne du~ine njihovih aksona, koji 

mogu dose�i do 1,5 metara, i male veli�ine tijela neurona (promjera 20-50 μm), kontinuirana 

sinteza proteina i organela, te njihov transport do udaljenih aksona, predstavljaju metaboli�ki 

zahtjevan, ali vitalan proces za njihovo pravilno funkcioniranje (1). 

Spinalni ganglij ne posjeduje u�inkovitu neurovaskularnu barijeru, bto omogu�uje lako 

prodiranje spojeva velike molekulske mase iz krvotoka, uklju�uju�i proteine, lijekove pa �ak i 

makrofage, u prostor koji okru~uje neurone (3). Spinalnom gangliju nedostaje i �vrsta vezivna 

ovojnica. Propusnosti vezivne ovojnice doprinosi i vrlo velika gusto�a kapilara u tkivu ganglija 

(4). Polo~aj izvan krvno-mo~dane barijere i propusna vezivna ovojnica spinalni ganglij �ine 

izvrsnim mjestom za apliciranje sustavnih i lokalnih terapijskih lijekova (3). Zbog guste 

kapilarne mre~e i bogate opskrbe krvlju spinalni ganglij je otporan na toksi�no djelovanje 

lijekova jer visoka razina perfuzije sprje�ava dugotrajno zadr~avanje anestetika unutar ganglija 

i samim time dosezanje toksi�nih koncentracija (5). 

 



 

Slika 1. Polo~aj i histolobka građa spinalnog ganglija. A) Polo~aj petog lumbalnog spinalnog 

ganglija btakora, smjebtenog između dorzalnog korijena i spinalnog ~ivca (nije prikazano), te 

njegov odnos s okolnim kobtanim strukturama i kralje~ni�nom mo~dinom. B) Smrznuti presjek 

spinalnog ganglija koji prikazuje tijela primarnih osjetnih neurona okru~ena satelitskim glija 

stanicama. Kratice: DRG – spinalni ganglij; DR – dorzalni korijen; CE – cauda equina; P – 

pedikuli; SC – satelitske glija stanice; N – neuroni; Nc – jezgra; Nu – nukleolus; BV – krvne 

~ile; CT – vezivno tkivo. Preuzeto i prilagođeno prema (6). 

 

Spinalni ganglij predstavlja klju�nu strukturu u procesu prijenosa i modulacije osjetilnih 

informacija, uklju�uju�i percepciju boli. Osim bto ima centralnu ulogu u nociceptivnoj boli, 

odnosno normalnom fiziolobkom odgovoru na btetne ili potencijalno btetne podra~aje putem 

aktivacije nociceptora ("receptora za bol"), spinalni ganglij također igra va~nu ulogu u razvoju 

i odr~avanju neuropatske boli (7). Za razliku od nociceptivne boli, neuropatska bol predstavlja 

kroni�no stanje bez zabtitne funkcije, nastalo izravnim obte�enjem ~iv�anog sustava, neovisno 

o vanjskim podra~ajima. Naime, nakon ozljede perifernih aferentnih vlakana ili upale, spinalni 

ganglij prolazi kroz kompleksne promjene u fenotipu i funkciji, uklju�uju�i genetske, 

elektrofiziolobke, te imunolobke promjene, bto rezultira pove�anom podra~ljivosti i spontanom 

ektopi�nom aktivnob�u neurona, uzrokuju�i kroni�nu neuropatsku bol (8-13). 



Neuroni spinalnog ganglija karakterizirani su pseudounipolarnom morfologijom, bto zna�i da 

njihov akson na mjestu tzv. T-spoja (engl. T-junction) formira dvije grane: jedna vodi do 

periferije, a druga do dorzalnog roga kralje~ni�ne mo~dine. Na T-spoju dolazi do prirodnog 

filtriranja, bto ograni�ava birenje akcijskih potencijala prema S}S-u (14-16). Međutim, ozljeda 

perifernog ~ivca mo~e izazvati promjene u broju i distribuciji ionskih kanala, utje�u�i na 

dostupnost iona u neuronima, bto posljedi�no oslabljuje filtriranje akcijskih potencijala na T-

spoju, poja�avaju�i time birenje bolnih signala i osjet boli (17). 

Zbog anatomske dostupnosti i klju�ne uloge u modulaciji i prijenosu osjetnih signala u S}S, 

spinalni ganglij postao je cilj raznih terapijskih metoda za lije�enje boli. Ove metode uklju�uju 

primjenu protuupalnih steroida, kirurbku ablaciju (ganglionektomiju), radiofrekvencijsku 

modulaciju, te terapiju elektri�nom energijom (neurostimulaciju/neuromodulaciju) (18, 19). 

Elektri�na stimulacija spinalnog ganglija posebno je obe�avaju�a metoda koja se sve �eb�e 

koristi u klini�koj praksi, pokazuju�i pozitivne rezultate u ubla~avanju nekih vrsta kroni�ne 

boli, kako u studijama na ~ivotinjama (20) tako i u klini�kim ispitivanjima (21). Usprkos tome, 

klini�ke studije koje istra~uju u�inke stimulacije spinalnog ganglija na ubla~avanje boli imaju 

određena ograni�enja, poput malog broja sudionika i visoko selektirane populacije pacijenata, 

bto nala~e oprez u tuma�enju trenutno dostupnih dokaza (21). 

Iako su mehanizmi djelovanja elektri�ne stimulacije spinalnog ganglija job uvijek nedovoljno 

razjabnjeni, postoji nekoliko teorija. Teorija nadziranog ulaza (engl. gate control theory), koju 

su Melzack i Wall predlo~ili 1965. godine, sugerira da aktivacija Aβ ~iv�anih vlakana velikog 

promjera, koja prenose nebkodljive mehani�ke podra~aje, blokira prijenos nociceptivnih 

signala manjim C vlaknima, �ime se smanjuje osjet boli (22). Međutim, ova teorija mo~da nije 

dovoljna za objabnjenje mehanizma stimulacije spinalnog ganglija, koja djeluje tako bto 

normalizira periferni nociceptivni input prije nego bto stigne do kralje~ni�ne mo~dine (23). 

Predlo~eno je da elektri�na stimulacija smanjuje sposobnost stvaranja akcijskih potencijala u 

osjetnim neuronima, smanjuju�i njihovu ektopi�nu aktivnost i time osiguravaju�i analgeziju. 

Druga mogu�nost je da stimulacija poja�ava filtracijsko svojstvo T-spoja, sprje�avaju�i birenje 

akcijskih potencijala kroz T-spoj i time smanjuju�i osjet boli (24, 25). 

 

 



1.1.1. Klasifikacija neurona spinalnog ganglija 

Neuroni spinalnog ganglija �ine izrazito heterogenu skupinu zbog svoje razli�itosti u 

morfolobkim, elektrofiziolobkim, funkcionalnim i neurokemijskim karakteristikama. 

Raznolikost među osjetilnim neuronima spinalnog ganglija ogleda se u nizu zna�ajki, poput 

osjetljivosti na podra~aje, veli�ine stani�nih tijela, debljine vlakana i brzine provođenja, kao i 

ekspresije proteina i podru�ja koje inerviraju, bto je dovelo do primjene razli�itih kriterija 

klasifikacije za definiranje njihovih podskupina.  

Jedan od prvih kriterija za razlikovanje neurona spinalnog ganglija temelji se na veli�ini 

njihovih tijela, bto ih dijeli na dvije glavne histolobke skupine: neurone s velikim, svijetlim 

tijelima, obilje~enima neravnomjernim obojenjem zbog nakupina Nisslove tvari razdvojenih 

blago obojenim regijama citoplazme bogate mikrotubulima i obiljem neurofilamenata (LL ili 

A-tip neuroni), te neurone s malim, tamnim tijelima, siromabnima neurofilamentima, s 

ravnomjerno, tamnije obojenom Nisslovom tvari (SD ili B-tip neuroni) (26). Stoga se za 

razlikovanje ovih morfolobki definiranih skupina neurona �esto koristi imunolobko bojenje za 

neurofilamenate, posebice za fosforilirani oblik neurofilamentne podjedinice od 200-kDa 

(NF200) (27, 28). 

Neuroni spinalnog ganglija mogu se također klasificirati temeljem elektrofiziolobkih mjerenja 

brzine provođenja akcijskih potencijala du~ njihovih aksonskih vlakana u tri glavne kategorije: 

neuroni s mijeliniziranim, brzo provode�im A³/β-vlaknima; neuroni sa slabo mijeliniziranim, 

sporije provode�im A·-vlaknima; te neuroni s nemijeliniziranim, najsporije provode�im C-

vlaknima (29). Kombiniraju�i unutarstani�na snimanja s imunocitokemijom, pokubala se 

uspostaviti veza između ovih glavnih vrsta vlakana (A-i C-tip) i dvije glavne podskupine 

neurona klasificirane prema veli�ini njihovih tijela (LL i SD neuroni), kao i s funkcijom 

osjetnih neurona. Otkriveno je da, op�enito, veli�ina tijela neurona korelira s brzinom 

provođenja i tipom vlakna, tako da veliki svijetli neuroni (LL) �esto razvijaju mijelinizirana 

A³/β-vlakna te postaju proprioceptori i mehanoreceptori, dok mala tamna populacija neurona 

(SD) obi�no ima A·- i C-vlakna s raznovrsnijim funkcionalnim svojstvima, uklju�uju�i 

nociceptore i termoreceptore (30, 31). Na temelju visokog sadr~aja neurofilamenata u LL 

neuronima i njihovih mijeliniziranih A-vlakna, neurokemijski marker NF200 mo~e se stoga 

koristiti za razlikovanje neurona s A- i C-vlaknima (31). 



Uzimaju�i u obzir sposobnost organizma da detektira btetne podra~aje koji mogu obtetiti ili 

potencijalno obtetiti tkivo, neuroni spinalnog ganglija mogu se kategorizirati kao ne-

nociceptivni i nociceptivni (32, 33). Ne-nociceptivni neuroni detektiraju blage i nebkodljive 

mehani�ke i toplinske podra~aje, obi�no proizvode�i osjete razli�ite od boli, a najve�u skupinu 

�ine ko~ni mehanoreceptori niskog praga s velikim ili srednjim tijelima neurona, visokim 

razinama neurofilamenata (NF200), A³/β-vlaknima te specijaliziranim perifernim zavrbecima 

u ko~i. Nociceptivni neuroni, s druge strane, aktiviraju se samo kada je podra~aj dovoljno 

intenzivan da izazove potencijalnu btetu tkivu, bto rezultira osjetom boli (34). Ti neuroni obi�no 

imaju mala ili srednja tijela i slobodne ~iv�ane zavrbetke, te ve�inom provode impulse kroz C- 

i A·-vlakna. Neuroni s A·-vlaknima prenose brzu, lokaliziranu bol, dok neuroni s C-vlaknima 

prenose sporu, difuznu bol (35). Postoji i određeni broj nociceptivnih neurona s A³/β-vlaknima 

(36, 37). Nociceptivni neuroni s A-vlaknima mogu se dodatno podijeliti u dva tipa: tip I, 

spadaju u kategoriju između A·- i A³/β -vlakana, s ni~im pragom za mehani�ke, te vibim 

pragom za toplinske podra~aje, posreduju�i u „prvom< odgovoru na intenzivne mehani�ke 

podra~aje; te tip II koji su isklju�ivo A·-vlakna, te imaju zna�ajno ni~i prag za toplinu, ali visok 

prag za mehani�ke podra~aje, bto ukazuje da posreduju u „prvom< odgovoru na btetne toplinske 

podra~aje (38). Nociceptivni neuroni s C-vlaknima ve�inom su polimodalni, odnosno reagiraju 

na btetne mehani�ke, toplinske i kemijske podra~aje, dok su ostali, tzv. tihi nociceptori, 

osjetljivi na btetnu toplinu i kemijske podra~aje, ali su nisu osjetljivi na mehani�ke podra~aje 

te razvijaju mehani�ku osjetljivost samo u uvjetima upale ili ozljede (39). 

Nadalje, nociceptivni neuroni spinalnog ganglija mogu se kategorizirati na temelju 

neurokemijskih karakteristika u dvije osnovne kategorije: peptidergi�ke i nepeptidergi�ke 

neurone (40). Pojam "peptidergi�ki" odnosi se na neurone koji oslobađaju neuropeptide poput 

peptida vezanog za gen kalcitonina (engl. calcitonin-gene related peptide, CGRP) i tvari P. 

Najja�a ekspresija CGRP-a uo�ena je u malim neuronima s nemijeliniziranim C-vlaknima, koji 

djeluju kao polimodalni nociceptori (Slika 2, ljubi�asto). Jasna prisutnost CGRP-a primije�ena 

je i u neuronima srednje veli�ine koji sadr~e neurofilamente (NF200) i mijelinizirana A·-

vlakna, tipi�no za nociceptore (Slika 2, crveno). Iako je pronađeno i nekoliko slabo CGRP-

pozitivnih mehanoreceptivnih neurona velikog promjera, intenzivna ekspresija pokazala se 

samo u nociceptorima, bto CGRP �ini klju�nim molekularnim markerom peptidergi�kih 

nociceptivnih neurona (41-43). S druge strane, nepeptidergi�ki neuroni spinalnog ganglija ili 

ne proizvode neuropeptide ili ih imaju u vrlo niskim koncentracijama. Za identifikaciju ove 

skupine neurona �esto se koristi bojenje izolektinom B4 (IB4), dobivenim iz biljke Griffonia 



simplicifolia, koji se ve~e na neurone malog promjera s nemijeliniziranim C-vlaknima, preko 

³-D-galaktoznih ugljikohidrata na njihovim membranama (44, 45). Istra~ivanja pokazuju da su 

IB4-pozitivni neuroni isklju�ivo polimodalni nociceptori (46). 

 

 

Slika 2. Shematski prikaz triju glavnih populacija nociceptivnih neurona spinalnog ganglija: 

Peptidergi�ki (crveno ozna�eni) neuroni srednje veli�ine, oboga�eni neurofilamentom 

(NF200), s mijeliniziranim A·-vlaknima koja uglavnom inerviraju lamine I i III/IV. Ovi 

nociceptori izra~avaju TRPV2 te neurotrofne receptore TrkA i TrkC, koji ve~u NGF i NT3. 

Peptidergi�ki (ljubi�asto ozna�eni) neuroni malog promjera s nemijeliniziranim C-vlaknima 

koja inerviraju prete~no lamine I i II. Ovi polimodalni nociceptori izra~avaju TRPV1 i TRPA1, 

te reagiraju na NGF. Nepeptidergi�ki (zeleno ozna�eni) neuroni malog promjera s 

nemijeliniziranim C-vlaknima koja inerviraju sredibnju laminu II. Ovi polimodalni nociceptori 

također izra~avaju TRPV1 i TRPA1, kao i neurotrofni receptor c-Ret, koji ve~e GDNF. 

Kratice: NGF – �imbenik rasta neurona; NT3 – neurotrofin-3; Trk – receptor tirozin kinaze; 

TRPV – vaniloidni receptor iz obitelji kanalnih receptora prolaznog potencijala; TRPA – 

ankirinski receptor iz obitelji kanalnih receptora prolaznog potencijala; GDNF – neurotropni 

�imbenik izoliran iz glija stanica. Preuzeto i prilagođeno prema (47). 



1.1.2. Elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija 

Primarna uloga osjetnih neurona je prijenos osjetilnih informacija, odnosno slijeda akcijskih 

potencijala (AP), od njihovih perifernih receptivnih polja do sredibnjeg ~iv�anog sustava. 

Stvaranje AP-a na perifernom kraju primarnog osjetnog neurona je elektrokemijski odgovor na 

mehani�ke, toplinske ili kemijske podra~aje koji aktiviraju ionske kanale na membrani neurona 

uzrokuju�i depolarizaciju membrane i stvaranje lokalnog potencijala. Ako je lokalni potencijal 

dovoljno jak i dose~e vrijednost praga podra~aja (engl. threshold), aktivira naponom-regulirane 

ionske kanale, pokre�u�i akcijski potencijal (48). Naponom-regulirani natrijevi (Na+) i kalijevi 

(K+) kanali odgovorni su za stvaranje akcijskih potencijala, dok naponom-regulirani kalcijevi 

(Ca2+) kanali reguliraju sinapti�ki prijenos i oslobađanje neurotransmitera (34). Ukratko, 

akcijski potencijal inicira se unutarnjom Na+ strujom, koja se brzo sama inaktivira, ali ne prije 

nego bto rezultiraju�a depolarizacija pokrene unutrabnju Ca2+ struju, kao i vanjsku K+ struju 

koja repolarizira membranu, zavrbavaju�i ciklus AP-a. Od perifernih receptora, akcijski 

potencijal se provodi du~ aksona do dorzalnog roga kralje~ni�ne mo~dine, i dalje do talamusa 

i mozga, gdje nastaju osjeti (1). 

Istra~ivanje elektri�nih svojstava neurona klju�no je za razumijevanje njihovih fiziolobkih 

funkcija i promjena u patolobkim stanjima. Naponom-regulirani Na+ kanali posreduju u 

inicijaciji i fazi rasta ili depolarizacije akcijskog potencijala. Stoga, promjene u njihovoj 

funkciji ili ekspresiji mogu zna�ajno utjecati na elektri�nu podra~ljivost neurona spinalnog 

ganglija i signalizaciju boli (49). Na primjer, ozljeda ~ivca mo~e izazvati promjene u ekspresiji 

i aktivacijskim svojstvima natrijevih kanala, dovode�i do promjena u membranskoj strukturi 

neurona i pove�ane podra~ljivosti povezane s neuropatskom boli (50). Neuropatska bol tipi�no 

se manifestira spontanom ili patolobkom aktivnob�u koja je posljedica sni~enog praga za 

inicijaciju akcijskog potencijala, uzrokuju�i preosjetljivost na bol (hiperalgezija) i bol od 

nebkodljivih podra~aja (alodinija) (18). Osim pove�ane ekspresije Na+ kanala, nakon ozljede 

~ivca dolazi i do smanjenja u ekspresiji naponom-reguliranih K+ kanala (51). Budu�i da je 

otvaranje ovih kanala odgovorno za padaju�u ili repolariziraju�u fazu akcijskog potencijala, 

smanjenje njihove aktivnosti nakon ozljede mo~e dovesti do pove�ane podra~ljivosti neurona 

i razvoja kroni�ne boli (52). Naponom-regulirani Ca2+ kanali posebno su va~ni u modulaciji 

boli jer Ca2+ ioni ne samo da nose depolariziraju�i naboj, ve� djeluju i kao sekundarni glasnici. 

Ozljede ~ivca, poput aksotomije, mogu smanjiti unutarnji dotok Ca2+ u neurone (53), bto 



rezultira pove�anjem broja akcijskih potencijala, pove�anom podra~ljivob�u neurona (54) te 

nastankom neuropatske boli (55). 

Sva tri glavna tipa ionskih kanala (Na+, Ca2+ i K+) igraju klju�nu ulogu u oblikovanju akcijskog 

potencijala i naknadne hiperpolarizacije (AHP). Zbog svoje uloge u rastu�oj fazi AP-a, Na+ 

kanali imaju veliki utjecaj na vrijeme porasta AP-a (engl. AP rise time), a time i na trajanje AP-

a (engl. AP duration) i brzinu provođenja, dok K+ kanali doprinose trajanju AHP-a zbog svoje 

uklju�enosti u padaju�u fazu AP-a. Istra~ivanja pokazuju da nociceptivni neuroni, u usporedbi 

s nenociceptivnima, �esto imaju „bire vrhove< AP-a, bto zna�i du~e trajanje AP-a i AHP-a, te 

ve�i preba�aj potencijala (engl. AP overshoot). Dodatno, nociceptivni neuroni mogu imati 

karakteristi�nu infleksiju ili <grbu< u padaju�oj fazi AP-a (36, 56). U patolobkim stanjima, 

posebice nakon ozljede, ti su parametri od posebne va~nosti za razumijevanje mehanizama 

pove�ane osjetljivosti na bol. U neuronima spinalnog ganglija zahva�enima aksotomijom 

zabilje~eno je pove�anje trajanja AP-a te smanjenje amplitude i trajanja AHP-a (11). Te 

promjene AP-a povezane su s manjim priljevom Ca2+ iona, bto dovodi do smanjene K+ struje 

odgovorne za stvaranje AHP-a. To rezultira smanjenjem veli�ine AHP-a i dovodi do 

pove�anog nociceptivnog prometa u dorzalnom rogu kralje~ni�ne mo~dine, uzrokuju�i 

pove�anu podra~ljivost neurona i neuropatsku bol. Smanjenje Ca2+ struje dodatno produljuje 

trajanje AP-a, bto mo~e rezultirati ve�im oslobađanjem ekscitatornih neurotransmitera na prvoj 

sinapsi dorzalnog roga, poja�avaju�i signalizaciju boli (55). 

  



1.2. Utjecaj trodimenzionalnih (3D) struktura na ponabanje neurona 

Na ponabanje kultiviranih stani�nih modela, posebice neurona, zna�ajno utje�u kemijska i 

fizi�ka svojstava njihova mikro-okru~enja (57, 58). Modulacijom stani�nog okoliba in vitro 

mo~e se precizno upravljati ponabanjem stanica, bto otvara put razvoju inovativnih 

biomedicinskih tretmana i terapija. Konvencionalne monoslojne podloge za stani�nu kulturu, 

poput staklenih ili plasti�nih uzgojnih podloga, pru~aju dragocjene uvide u ponabanje stanica, 

ali njihova ograni�enja proizlaze iz nedostatka strukturalne potpore karakteristi�ne za uvjete in 

vivo, bto mo~e imati zna�ajan utjecaj na performanse stanica i rezultate biolobkih ispitivanja 

(59, 60). Nasuprot tome, trodimenzionalne (3D) uzgojne podloge oponabaju strukturalnu 

arhitekturu biolobkih tkiva, omogu�avaju�i time fiziolobki relevantnije okru~enje za rast, 

morfologiju i funkcionalni razvoj stanica. Ove trodimenzionalne podloge, oboga�ene mikro- i 

nanostrukturama raznih oblika, poput brazdi (engl. grooves), stupi�a ili iglica (engl. pillars), 

sve su �eb�i izbor u stani�noj biologiji za kreiranje potpornih struktura ili nosa�a (engl. 

scaffolds), nalaze�i primjenu u raznim podru�jima kao bto su neurobiologija, kardiologija i 

bioin~enjerstvo (61).  

 

1.2.1. Prirodna topografija izvanstani�nog matriksa 

Razumijevanje na�ina na koji stanice percipiraju vanjske utjecaje iz svog prirodnog okoliba te 

reagiraju na njih mijenjaju�i svoja biolobka, kemijska i fizi�ka svojstva, jedna je od klju�nih 

strategija u tkivnom in~enjerstvu i regenerativnoj medicini. Osim biokemijskih signala poput 

faktora rasta i hormona, sve vibe se prepoznaje va~nost fizi�kih signala poput topografije i 

�vrsto�e, kao temeljnih �imbenika u regulaciji sudbine i funkcije stanica (57, 58, 62, 63). In 

vivo, ovi fizi�ki signali se prezentiraju stanicama kroz razli�ite topografske strukture 

izvanstani�nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) na mikro- i nano-razini, poput 

bazalnih membrana raznih tkiva (62, 64, 65). Stanice stupaju u interakciju s ovim topografskim 

strukturama ECM-a, �esto kroz fenomen „kontaktnog vođenja< (engl. contact guidance), 

pomo�u kojeg ECM daje smjernice i regulira migraciju stanica (66-68). Stoga, 

trodimenzionalna struktura ECM-a djeluje kao fizi�ki nosa�, omogu�avaju�i stanicama da 

„osjete< topografiju svog okru~enja i reagiraju na nju, bilo fizi�kim odgovorom, poput 

promjene oblika stanice ili citoskeleta, ili kroz biokemijske odgovore, aktiviranjem signalnih 

kaskada (Slika 3) (64, 69, 70). 



 

Slika 3. Shematski prikaz pojedina�ne stanice vezane za kompleksan izvanstani�ni matriks 

pomo�u fokalnih adhezija. Ovaj proces ilustrira integraciju i transformaciju razli�itih fizi�kih 

signala iz okoline stanice, poput topografije i �vrsto�e, u signalne odgovore unutar stanice, bto 

rezultira promjenama u njezinoj funkciji. Te promjene uklju�uju prilagodbe u morfologiji 

(poput usklađivanja oblika stanice ili organizacije citoskeleta), adheziji, migraciji, proliferaciji, 

diferencijaciji i procesima stani�ne smrti. Modificirano prema (71). 

 

Topografija ima zna�ajan utjecaj na mnoge tipove stanica, uklju�uju�i neurone i glija stanice. 

Razvojna istra~ivanja otkrila su da prirodne topografske karakteristike poput usmjerenih 

vlakana izvanstani�nog matriksa ili rasporeda drugih stanica slu~e kao putokazi za migraciju 

neurona prilikom razvoja ~iv�anog sustava. Primjerice, tijekom razvoja cerebralnog korteksa, 

kortikalni neuroni migriraju du~ radijalnih glija stanica (72), dok neuroblasti tijekom razvoja 

malog mozga prate prethodno formirana aksonska vlakna (73). Sli�no tome, neuroni u 

produljenoj mo~dini se kre�u paralelno s usmjerenim vlaknima izvanstani�nog matriksa (74).  

Klju�ni mehanizam kojim topografske strukture in vivo reguliraju migraciju neurona je 

djelovanje rastu�eg konusa (engl. growth cone), vrlo pokretljivog prednjeg kraja aksona, koji 

detektira biokemijske i fizi�ke signale iz okoline te ih koristi za navigaciju du~ određenih 

putanja, omogu�uju�i time produljenje aksona (75). Na taj se na�in poti�e usmjereni rast (engl. 

alignment) neurona, koji ovisi o fizi�kom obliku podloge na kojoj neuroni rastu. Osim u 

razvoju, ovaj mehanizam ima va~nu ulogu i u procesima popravka, gdje se, na primjer, 



Schwannove stanice organiziraju u uzdu~ne kolone slu~e�i kao vodi�i za rast regeneriraju�ih 

perifernih ~ivaca (76). 

 

1.2.2. Topografski modificirane stani�ne uzgojne podloge 

Razvoj mikro- i nanotehnologija, uklju�uju�i fotolitografiju, litografiju elektronskim snopom 

i meku litografiju, omogu�io je stvaranje trodimenzionalnih uzgojnih podloga za in vitro 

kultivaciju stanica sa strogo definiranim topografskim strukturama (77). Takve strukture, poput 

brazda (engl. grooves) ili iglica/stupi�a (engl. pillars), sposobne su pokrenuti stani�ni odgovor 

i sna~no utjecati na stani�nu morfologiju, usmjereni rast neurita, adheziju, migraciju, 

proliferaciju, genetske promjene i diferencijaciju (78-80). To je zbog toga bto umjetno 

proizvedena topografija 3D podloga oponaba stani�no prirodno okru~enje, repliciraju�i izvornu 

topografiju izvanstani�nog matriksa, �ime izravno utje�e na funkciju stanica (78). 

Kontroliranjem topografskih zna�ajki uzgojnih podloga omogu�ava se precizna regulacija 

ponabanja stanica (81), bto ih �ini iznimno korisnima u raznim biomedicinskim primjenama 

kao bto su tkivno in~enjerstvo, proizvodnja implantata i razvoj mikro�ipova (81). Primjena 

topografski dizajniranih 3D platformi u rekonstrukciji cjelovitih tkiva, uklju�uju�i zamjene za 

ro~nicu (82) i vaskularne transplantate (83), isti�e njihovu vrijednost i potencijal u suvremenoj 

biomedicini. 

Veli�ina i raspored topografskih elemenata imaju presudnu ulogu u modulaciji stani�nih 

odgovora (80). Istra~ivanja su pokazala kako postoji optimalna veli�ina topografskih 

elemenata koja poti�e najintenzivniji odgovor stanica, variraju�i od nano- do mikrometarske 

skale, ovisno o tipu stanice, materijalu uzgojne podloge te obliku topografskih struktura. Dok 

nanostrukturalna topografija primarno utje�e na unutarstani�na događanja kao bto je 

organizacija molekula potrebnih za stani�nu adheziju, mikrostrukturalna topografija ima ve�i 

utjecaj na stani�ne i međustani�ne aspekte, poput morfologije i migracije stanica (70). 

Za razliku od drugih vrsta stanica, neuroni posjeduju slo~enu mre~u aksona i dendrita, 

zajedni�ki poznatih kao neuriti, koji su odgovorni za prijenos vitalnih elektrokemijskih signala 

i informacija po cijelom tijelu. Kontrola usmjerenosti neurita in vitro stoga je klju�na za 

nekoliko podru�ja, uklju�uju�i: 1) temeljna istra~ivanja interakcije neurona s topografskim 

zna�ajkama njihove okoline, koriste�i 3D uzgojne podloge, 2) razvoj novih mikro-elektrodnih 



�ipova namijenjenih istra~ivanju dinamike i funkcionalnosti neuronskih mre~a, i 3) klini�ka 

istra~ivanja u podru�ju implantata i nosa�a za neuronske stanice (engl. scaffolds), odnosno 

razvoj naprednih neuronskih uređaja s integriranim topografskim strukturama za primjene u 

tkivnom in~enjerstvu. U nastojanju da se postigne takva kontrola, intenzivno se istra~uju 

razli�ite topografije, bilo anizotropne (s paralelnim, kontinuiranim strukturama) ili izotropne 

(s okomito orijentiranim elementima), omogu�avaju�i razli�ite na�ine usmjeravanja rasta 

neurita (61, 79). 

Uzgojne podloge s anizotropnom topografijom (Slika 4A), koje se sastoje od elemenata poput 

kontinuiranih izmjeni�nih udubljenja i izbo�enja (engl. grooves and ridges), pru~aju 

topografske smjernice za rast uglavnom du~ jedne osi. Na takvim podlogama neuriti pokazuju 

usmjereni rast (engl. alignment) paralelno s kontinuiranim linijama topografije, proces poznat 

kao paralelno kontaktno vođenje (84-91). Postoje i rijetki slu�ajevi kada neuriti rastu okomito 

na ove linije, bto se naziva okomito kontaktno vođenje (92-94). Stupanj usmjerenog rasta 

neurita na ovim uzgojnim podlogama ovisi o veli�ini topografskih struktura, uklju�uju�i 

njihovu dubinu, birinu i međusobni razmak, pri �emu dublje, u~e i manje razmaknute linije 

poti�u ve�i stupanj usmjerenog rasta. 

Uzgojne podloge s izotropnom topografijom (Slika 4B) uklju�uju elemente u obliku okomitih 

stupi�a ili iglica (engl. pillars) (95-100), sto~astih stupova (engl. conical posts) (101, 102) i 

nano-niti (engl. nanowires) (103, 104). Ove strukture tipi�no pru~aju topografske orijentire du~ 

vibe osi, kroz jednolike i simetri�ne fizi�ke karakteristike, kao bto je razmak između stupi�a. 

Strukture se također mogu organizirati na na�in da se fizi�ke zna�ajke mijenjaju du~ određenog 

smjera (npr. asimetri�an razmak između stupi�a) (Slika 4C). Za razliku od kontinuiranih 

paralelnih linija, koje neuritima obi�no omogu�avaju kretanje u samo dva smjera, okomiti 

stupi�i nude neuritima vibe opcija za smjer kretanja, djeluju�i kao to�ke pri�vrb�ivanja ili 

vodi�i koji usmjeravaju rast neurita (95). Na tim uzgojnim podlogama neuriti formiraju 

kontakte i prate ove stupi�e; ako se pojavi novi stupi� u blizini, neuriti se prote~u prema njemu, 

uspostavljaju�i kontakt, bto rezultira visokim stupnjem usmjerenosti rastu�ih neurita, �ak i na 

izotropnim podlogama (63, 95, 97). Pokazalo se da s pove�anjem veli�ine i razmaka između 

stupi�a usmjerenost neurita opada, �ine�i je sli�noj onoj na glatkim podlogama bez 

topografskih struktura (95-97, 99, 101). Osim usmjerenosti rasta neurita, koriste se i drugi 

kvantitativni testovi za procjenu odgovora neurona na topografiju, uklju�uju�i prosje�nu 

du~inu neurita po stanici ili du~inu najduljeg neurita (105, 106), ukupnu brzinu rasta neurita 



(107), stupanj grananja neurita (108), prosje�an broj neurita po stanici (106, 108) i broj stanica 

koje formiraju neurite (109). 

 

Slika 4. Shematski prikaz uobi�ajenih topografija koje se koriste kao podloge za kultivaciju 

stanica: A) Anizotropne topografije, koje su orijentirane u određenom smjeru i pru~aju 

smjernice za rast du~ jedne osi; B) Izotropne topografije, koje imaju identi�ne karakteristike u 

svim smjerovima, omogu�avaju�i smjernice za rast du~ vibestrukih osi; i C) Topografski 

gradijenti, koji pru~aju smjernice za rast kroz postupne promjene u fizi�kim zna�ajkama, kao 

bto je razmak između linija ili stupi�a, du~ određenog smjera. Modificirano prema (63). 

 



Intrinzi�na svojstva neurona variraju, stoga ista topografska podloga mo~e imati razli�it utjecaj 

na rast i morfologiju neurona, ovisno o tipu neurona i ~ivotinjskoj vrsti iz koje su izolirani (93, 

101, 110-112). Primjerice, istra~ivanje Hansona i suradnika otkrilo je da hipokampalni neuroni 

sisavaca, kada se uzgajaju na podlogama sa sto~astim stupi�ima, uspostavljaju kontakt s tim 

stupi�ima i koriste ih kao vodi�e za rast. Suprotno tome, neuroni izolirani iz druge ~ivotinjske 

vrste (Aplysia californica) pokazuju tendenciju izbjegavanja kontakta sa stupi�ima (101). 

Također, dimenzije neurona mogu se razlikovati na mikrometarskoj skali, a razli�ite 

substani�ne komponente poput aksona, dendrita, rastu�ih konusa, lamelipodija i filopodija 

variraju u veli�ini, �ine�i neurone posebno osjetljivima na topografske zna�ajke uzgojne 

podloge. Aksoni, posebno, pokazuju ve�u osjetljivost i dinami�nost na mikrometarske 

topografske strukture u usporedbi s onima nanometarskih dimenzija (80).  

Pri izradi raznovrsnih umjetnih podloga koriste se brojni materijali, među kojima su polimeri 

poput polidimetilsiloksana (PDMS) te metali poput silicija. Dok se sinteti�ki i prirodni polimeri 

�eb�e upotrebljavaju u stvaranju uzgojnih podloga s kontinuiranim linijama, silicij je materijal 

izbora za podloge sa strukturama okomitih stupi�a. Silicijske uzgojne podloge s mikro-

igli�astim strukturama (engl. micro-pillar substrates, MPS), upotrebljene u ovoj disertaciji, 

demonstrirale su kompleksnost interakcija između neurona i topografskih zna�ajki podloge, 

�ime su pridonijele istra~ivanjima odgovora hipokampalnih neurona (95, 97, 98, 113), neurona 

spiralnog ganglija (96, 99) i stani�nih linija PC12 (114) na topografske podra~aje. 

  



1.3. Elektrofiziolobke tehnike za snimanje neurona 

Za prou�avanje elektri�nih svojstava pojedina�nih neurona kao i na�ina obrade informacija 

unutar neuronskih mre~a, koriste se razli�ite elektrofiziolobke metode. Ove standardne metode 

mogu se kategorizirati u dvije glavne skupine: 1) unutarstani�ne tehnike snimanja, koje 

uklju�uju koribtenje obtrih elektroda (115) ili „patch-clamp< elektroda (116), i 2) tehnike 

izvanstani�nog snimanja, koje se izvode pomo�u pojedina�nih elektroda (117) ili vibestrukih 

elektroda integriranih na multi-elektrodne �ipove (118). 

 

1.3.1. Unutarstani�ne tehnike snimanja 

Unutarstani�no snimanje obuhva�a mjerenje napona ili struje kroz membranu stanice, 

pru~aju�i uvid u transmembranske procese. Kada se snima membranski napon kao odgovor na 

ubrizganu struju putem elektrode za snimanje, proces se naziva „current clamp<. S druge 

strane, „voltage clamp< odnosi se na mjerenje ionske struje koja prolazi kroz elektrodu za 

snimanje dok se membranski napon dr~i na konstantnoj vrijednosti. Ova dva temeljna na�ina 

snimanja omogu�avaju analizu klju�nih karakteristika neurona, uklju�uju�i njihov odgovor na 

sinapti�ki ulaz od drugih stanica (vidljiv iz oblika vala i amplitude struje potrebne za iniciranje 

akcijskog potencijala), intrinzi�ne obrasce aktiviranja neurona (engl. firing patterns) (vidljive 

iz broja i frekvencije akcijskih potencijala koji nastaju kao odgovor na depolariziraju�i impuls), 

te dinamiku ionskih kanala (koja se analizira kroz promjene u ionskoj struji u odnosu na 

membranski napon) (119). 

Standardni postav za unutarstani�no snimanje uklju�uje referentnu elektrodu uronjenu u 

izvanstani�nu otopinu elektrolita i intracelularnu elektrodu, koja je zapravo tanka staklena 

pipeta napunjena unutarstani�nom otopinom elektrolita. Ova pipeta dolazi u kontakt sa 

stanicom i povezana je s metalnom ~icom (obi�no srebrnom s presvlakom srebrnoga klorida), 

koja vodi do poja�ala. Poja�alo slu~i za mjerenje razlike potencijala između intracelularne i 

referentne elektrode te za ubrizgavanje struje. Također, spojeno je na razne elektroni�ke 

uređaje poput osciloskopa i na ra�unalo koje bilje~i mjerenja i omogu�uje slanje određenih 

naredbi, kao bto je ubrizgavanje struje (120). 

Postoje dvije vrste intracelularnih elektroda – obtre (engl. sharp) elektrode i „patch<-elektrode. 

Tradicionalno unutarstani�no snimanje koristi obtre elektrode s vrlo malim vrhom (0.01-0.1 



μm) koje se ume�u u unutrabnjost stanice, bto dovodi do obte�enja membrane (120). Također, 

brtvljenje (engl. seal) stani�ne membrane oko obtre elektrode nije potpuno, bto uvodi dodatnu 

struju propubtanja (engl. leak current) koja ulazi u stanice i mijenja napon odnosno 

membranski potencijal preko membrane (119, 121). To objabnjava zabto je membranski 

potencijal mirovanja vibi kada se mjeri obtrim elektrodama, u usporedbi s onim dobivenim od 

patch-elektroda (122). Dodatno, otpor elektrode je obrnuto proporcionalan promjeru njezina 

vrha, pa tako obtre elektrode s tankim vrhom imaju ve�i otpor (oko 100 MΩ). Visok otpor mo~e 

stvarati potebko�e u mjerenjima budu�i da je impedancija sli�na ili �ak ve�a od ulaznog otpora 

neurona, bto dovodi do neslaganja između izmjerenog i stvarnog membranskog napona (119). 

Osim toga, obtre elektrode karakterizira ve�a nelinearnost zbog razli�itosti u otopinama na vrhu 

elektrode i vibe razine buma (123). 

Za razliku od snimanja pomo�u obtrih elektroda, whole-cell patch-clamp snimanje (job uvijek 

bez op�e prihva�enog hrvatskog izraza) koristi patch-elektrode, koje su također staklene pipete, 

ali s puno birim otvorom na vrhu (1-2 μm). To rezultira znatno ni~im otporom elektrode (3-5 

MΩ) (119), omogu�avaju�i direktno snimanje elektri�nih signala iz cijelog neurona uz 

minimalni gubitak signala (122). Nizak otpor elektrode pru~a preciznu kontrolu nad 

membranskim naponom bez zna�ajnih elektri�nih distorzija, rjebavaju�i problem mjerenja 

napona koji se javlja kod obtrih elektroda visokog otpora. Za razliku od obtrih elektroda koje 

se ume�u u stanicu, patch-elektroda se �vrsto pri�vrb�uje na povrbinu stani�ne membrane, 

stvaraju�i �vrsto brtvljenje (engl. tight seal) s otporom ve�im od 1 GΩ (tzv. giga-ohm seal) 

putem negativnog tlaka primijenjenog kroz vrh elektrode. Time se izbjegava dodatna struja 

propubtanja i odr~ava nepromijenjen membranski potencijal (119).  

Prednosti patch-clamp metode u odnosu na tradicionalne tehnike snimanja (120) u�inile su je 

"zlatnim standardom" za snimanje elektri�ne aktivnosti neurona na stani�noj razini (124). Ova 

metodologija zahtjeva vrlo preciznu opti�ku, mehani�ku i elektroni�ku opremu, kao i spretnost, 

jer konfiguracija „whole-cell< uklju�uje probijanje stani�ne membrane, pa otopina elektrolita 

iz patch-elektrode difundira u stanicu, postupno zamjenjuju�i unutarstani�ni sadr~aj (tzv. 

dijaliza stanice), bto mo~e s vremenom izmijeniti intrinzi�na svojstva stanice (120). 

Iako tehnike unutarstani�nog snimanja, bilo koribtenjem patch-elektroda ili obtrih elektroda, 

pru~aju iznimno precizne elektrofiziolobke podatke o stanici s odli�nim omjerom signala prema 

bumu (engl. signal-to-noise ratio, SNR), one su invazivne i stoga ograni�avaju vijek trajanja 



stanica. To �ini dugotrajne eksperimente tebko ostvarivim. Osim toga, ovakve metode ne 

omogu�uju simultano pra�enje velikog broja stanica, bto ih �ini manje pogodnima za 

istra~ivanje dinamike velikih neuronskih mre~a (125). 

 

1.3.2. Izvanstani�ne tehnike snimanja 

Kako bi se prevladala ograni�enja unutarstani�nih tehnika snimanja, opse~no su se po�ela 

koristiti izvanstani�na snimanja elektri�ne aktivnosti neurona pomo�u mikro-elektrodnih 

�ipova (engl. micro-electrode arrays, MEA). Ova metoda omogu�ava istovremeno i 

dugotrajno snimanje znatno ve�ih populacija neurona, kao i aktivno upravljanje neuronskom 

aktivnob�u putem kontrolirane elektri�ne stimulacije neurona, koriste�i strujne krugove 

integrirane izravno na �ip. Neuroni se za ovakva snimanja uzgajaju direktno na povrbini �ipa, 

a njihova elektri�na aktivnost, odnosno akcijski potencijali, generiraju elektri�no polje ili 

promjenu napona koja se snima izvanstani�nom mikro-elektrodom u neposrednoj blizini 

neurona (126). Izvanstani�ni akcijski potencijali karakterizirani su kratkim, izmjeni�nim 

promjenama napona između elektrode za snimanje i elektrode za uzemljenje, s bifaznim, 

negativno-pozitivnim oblikom vala (127, 128), bto se razlikuje od unutarstani�nih akcijskih 

potencijala koji pokazuju inicijalni pozitivan pa negativan biljak. Dok se unutarstani�ni AP-i 

mjere u milivoltima, izvanstani�ni AP-i obi�no se mjere u mikrovoltima. 

Jedna od klju�nih prednosti izvanstani�nog snimanja je njegova neinvazivnost; stani�na 

membrana ostaje netaknuta, omogu�uju�i mjerenja koja mogu trajati sate, pa �ak i dane ili 

mjesece (126). Izvanstani�ne tehnike ne zahtijevaju precizno pozicioniranje elektrode na 

stani�noj membrani kao kod unutarstani�nih snimanja budu�i da se izvanstani�ni AP mo~e 

detektirati kada se elektroda postavi u blizini mjesta nastanka AP-a, obi�no oko tijela neurona 

ili u blizini po�etnog segmenta aksona (129, 130). 

Izvanstani�no snimanje mo~e se provesti kao tradicionalno snimanje jednom elektrodom (131, 

132), bto ograni�ava snimanje na manji broj stanica, ili koribtenjem �ipova s vibe elektroda koji 

mogu simultano zabilje~iti izvanstani�nu aktivnost velikog broja neurona (133). Međutim, 

najve�i nedostatak ovih tehnika jest sposobnost snimanja aktivnosti pojedina�nih stanica 

kvalitetom usporedivom s unutarstani�nim snimanjem. Naime, vibestruke izvanstani�ne 

elektrode bilje~e promjene u protoku struje ne samo od najbli~eg neurona, ve� i od udaljenijih, 



susjednih stanica, �esto rezultiraju�i ograni�enim omjerom signala i buma te nejasno�om u 

određivanju izvora signala. Također, izvanstani�ne elektrode ne mogu detektirati događaje 

ispod aktivacijskog praga, poput sinapti�kih potencijala ili membranskih oscilacija, koji mogu 

utjecati na podra~ljivost stanice bez stvaranja akcijskog potencijala. Ovi nedostaci ote~avaju 

interpretaciju vibestani�nih zapisa i zahtijevaju slo~enu analizu snimljenih podataka kako bi se 

razlikovali pojedina�ni signali i postigli konzistentni rezultati (127, 134). 

 

1.3.3. Tehnologija mikro-elektrodnih �ipova 

Vibestani�na snimanja se �esto provode pomo�u mikro-elektrodnih �ipova (MEA), koji nalaze 

primjenu u biomedicinskim istra~ivanjima i osnovnim znanstvenim studijama za dobivanje 

izvanstani�nih elektrofiziolobkih informacija o biolobkim sustavima s visokom razlu�ivob�u u 

prostoru i vremenu. MEA tehnologija postala je standard u brojnim neuroznanstvenim 

laboratorijima kao glavna metoda za simultano, neinvazivno snimanje izvanstani�nih polja 

potencijala generiranih akcijskim potencijalima iz velikog broja neurona u dugotrajnim in vivo 

i in vitro eksperimentima (128, 134). Osim toga, MEA uređaji nude dvosmjernu 

funkcionalnost, omogu�avaju�i ne samo snimanje aktivnosti neurona nego i njihovu 

stimulaciju, bilo strujnim ili naponskim podra~ajima, izazivaju�i tako odgovor neurona (135).  

Glavne komponente MEA sustava obuhva�aju: 1) vodljivi izvanstani�ni volumen unutar kojeg 

se stvara elektri�no polje; 2) supstrat s ugrađenim mikroelektrodama; i 3) hardver (uklju�uju�i 

poja�ala, filtere, digitalizatore, stimulatore itd.) povezan s elektrodama (128). Razni MEA 

sustavi su dostupni za izvanstani�na elektrofiziolobka snimanja. Pasivni MEA sustavi, koji se 

tipi�no sastoje od metalnih elektroda na staklenoj ili silicijskoj podlozi, ograni�eni su po broju 

elektroda i prostornoj razlu�ivosti, bto je klju�no za detaljnu rekonstrukciju velikih neuronskih 

mre~a (136). Nasuprot tome, napredak u mikro/nano elektronici omogu�io je razvoj 

komplementarnih metal-oksidnih poluvodi�kih mikro-elektrodnih �ipova (engl. 

complementary metal-oxide semiconductor micro-electrode arrays, CMOS-MEA), koji 

pru~aju visoku prostorno-vremensku razlu�ivost zahvaljuju�i gustoj raspodjeli elektroda na 

povrbini �ipa, dobru kvalitetu signala ili omjer signala prema bumu, te laku upotrebu uz pomo� 

korisni�ki prilagođenog softvera (135).  



CMOS-MEA sustavi s velikom gusto�om elektroda (HD-MEA) nude mogu�nost mapiranja 

aktivnosti kompletnih neuronskih mre~a na stani�noj, pa �ak i sub-stani�noj razini, otkrivaju�i 

tako detalje stani�ne signalizacije, poput pra�enja birenja akcijskih potencijala du~ aksona 

kultiviranih neuroni (137-139). Osim snimanja elektrofiziolobkih događaja, CMOS-MEA 

sustavi također se mogu koristiti kao biosenzori za detekciju biokemijskih događaja, na 

primjer, u otkrivanju molekula osjetljivih na farmaceutike in vitro (140). MEA uređaji pokazali 

su se uspjebnima u snimanju aktivnosti iz razli�itih biolobkih uzoraka, uklju�uju�i kultivirane 

kardiomiocite, neuronske kulture, rezove mozga i eksplantate mre~nice, omogu�uju�i detaljniji 

uvid u biolobke procese (128, 135). Sve ove karakteristike �ine MEA sustave svestranom 

platformom za birok spektar biolobkih primjena, od temeljnih istra~ivanja do primijenjene 

znanosti i industrije. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. CILJEVI I HIPOTEZE 



Istra~ivanja koja uklju�uju morfolobke i elektrofiziolobke analize neurona uzgojenih na 

trodimenzionalnim platformama ili uzgojnim podlogama klju�ne su kako bi se osiguralo da 

takve 3D podloge ne ometaju homeostazu i funkciju neurona te umjesto toga poti�u ~eljeni 

rast, morfologiju i kontrolirano topografsko vođenje neurita kultiviranih neurona, prije 

njihovog birokog usvajanja u razna biomedicinska podru�ja. Ova linija istra~ivanja posebno je 

va~na za razvoj sofisticiranih elektrofiziolobkih uređaja poput CMOS mikro-elektrodnih 

�ipova (CMOS-MEA), koji omogu�uju neinvazivnu, istovremenu stimulaciju i 

elektrofiziolobko snimanje velikog broja neurona koji le~e na povrbini �ipa. Osim istra~ivanja 

promijenjenih elektrofiziolobkih svojstava neurona spinalnog ganglija u patolobkim stanjima, 

kao bto je neuropatska bol, ovu tehnologiju mogu�e je primijeniti i u istra~ivanjima na 

substani�noj razini kako bi se otkrile pojedinosti stani�ne signalizacije, pa tako i birenje 

akcijskih potencijala du~ aksona uzgojenih neurona u istra~ivanju filtracijskih svojstava T-

spoja neurona spinalnog ganglija. 

Nu~an preduvjet za uspjebno koribtenje ove tehnologije je morfolobka i elektrofiziolobka 

karakterizacija neurona uzgojenih na 3D topografskim podlogama, poput onih s okomitim 

mikro-igli�astim strukturama, koje imitiraju 3D elektrode na CMOS-MEA �ipovima. Slijedom 

navedenog, primarni ciljevi ove doktorske disertacije su: 

• Istra~iti kako topografija mikro-igli�astih podloga utje�e na raspodjelu i morfologiju 

neurona spinalnog ganglija. 

• Istra~iti kako topografija mikro-igli�astih podloga utje�e na elektrofiziolobka svojstva 

neurona spinalnog ganglija. 

Sekundarni ciljevi uklju�uju: 

• Analizirati rast i raspodjelu neurona spinalnog ganglija na razli�itim topografijama 

mikro-igli�astih podloga u usporedbi s kontrolnim ravnim staklenim podlogama 

(podlogama bez topografije). 

• Analizirati morfologiju, odnosno usmjerenost, du~inu i broj neurita neurona spinalnog 

ganglija na razli�itim topografijama mikro-igli�astih podloga naspram kontrolnih 

podloga. 

• Analizirati parametre akcijskih potencijala i okidanje akcijskih potencijala neurona 

spinalnog ganglija na mikro-igli�astim podlogama u odnosu na kontrolne ravne 

podloge. 



Hipoteze istra~ivanja su sljede�e: 

• Topografija mikro-igli�astih podloga utje�e na raspodjelu neurona spinalnog ganglija 

tako da se ve�i broj neurona nalazi na specifi�nim podru�jima mikro-igli�astih podloga, 

ovisno o veli�ini i gusto�i struktura. Broj neurona na mikro-igli�astim podlogama 

usporediv je s onim na kontrolnim ravnim podlogama. 

• Morfologija neurona spinalnog ganglija je pod utjecajem topografije mikro-igli�astih 

podloga; u određenim podru�jima s posebnim dimenzijama i gusto�om struktura, 

neuroni pokazuju usmjereniji rast neurita, dulje neurite i manju razgranatost neurita u 

usporedbi s ostalim dijelovima mikro-igli�astih podloga i s kontrolnim podlogama. 

• Elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija ostaju o�uvana na mikro-

igli�astim podlogama; neuroni uzgojeni na mikro-igli�astim podlogama posjeduju 

sli�ne parametre akcijskih potencijala i sli�nu sposobnost okidanja akcijskih potencijala 

kao i neuroni uzgojeni na kontrolnim ravnim podlogama, bto ukazuje na o�uvanje 

funkcionalnog integriteta neurona uzgojenih na mikro-igli�astim podlogama. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIJALI I METODE 



3.1. Izrada i dizajn mikro-igli�astih podloga 

Trodimenzionalne mikro-igli�aste podloge (engl. micro-pillar substrates, MPS) za uzgoj 

stanica in vitro izrađene su od silicija u sterilnim uvjetima u IMEC-u (Leuven, Belgija) prema 

prethodno opisanom postupku (97). Ukratko, sloj oksida niske temperature nanesen je na 

standardnu silicijsku plo�icu promjera 8 in�a, nakon �ega je uslijedilo pe�enje na 455°C te 

definiranje podru�ja mikro-igli�astih struktura standardnom fotolitografijom s promjerima u 

rasponu od 1-5.6 μm i razmacima između struktura u rasponu od 0.6-15 μm. Zatim je 

upotrijebljeno reaktivno ionsko jetkanje (engl. reactive ion etching, RIE) za stvaranje struktura 

visine 3 μm, a preostali fotorezistentni sloj uklonjen je uranjanjem podloga u smjesu 'Piranha' 

(1:3 H2O2:H2SO4). Zasebne MPS podloge izrezane su iz silicijskih plo�ica u veli�ini od 8x8 

mm2 i koribtene za stani�nu kulturu. 

Dobivene mikro-igli�aste podloge organizirane su na na�in da sadr~e 150 pojedina�nih polja 

sa 3D igli�astim strukturama besterokutnog oblika raspoređenih u 15 stupaca i 10 redaka, 

odvojenih glatkim podru�jima. Svako polje ima strukture jednake birine i razmaka (izotropna 

topografija), dok između polja birina i razmak struktura varira. Polja u svakom redu imaju 

jednaku birinu igli�astih struktura, dok razmak među strukturama varira u rasponu od 0.6 do 

15 μm između polja. Polja u svakom stupcu imaju jednak razmak između igli�astih struktura, 

dok birina struktura varira od 1 do 5.6 μm između polja. Visina struktura je 3 μm. Ovaj poseban 

dizajn, detaljno prikazan na Slici 5, pru~a ogroman broj topografski razli�itih okru~enja na 

jednoj podlozi, bto nam omogu�uje istra~ivanje odgovora neurona na birok raspon razli�itih 

topografija. 

 



 

Slika 5. Organizacija topografije mikro-igli�astih uzgojnih podloga. MPS podloga sadr~i 150 

polja sa igli�astim heksagonalnim strukturama veli�ine reda mikrona organiziranih u 10 redaka 

i 15 stupaca. Razmak između igli�astih struktura postepeno se pove�ava između polja svakog 

reda, odnosno slijeva na desno, u rasponu od 0.6 do 15 μm (specifi�no: 0.6, 0.8, 1, 1.2, 1.4, 1.6, 

1.8, 2, 2.4, 3.2, 4, 5, 7, 10, 15 μm). airina mikro-igli�astih struktura postepeno se pove�ava 

između polja svakog stupca, od dolje prema gore, u rasponu od 1 do 5.6 μm (specifi�no: 1, 1.2, 

1.4, 1.6, 1.8, 2, 2.4, 2.8, 4, 5.6 μm). Visina igli�astih struktura je konstantna i iznosi 3 μm. 

 

3.2. Priprema uzgojnih podloga za stani�nu kulturu 

Prije nasađivanja stanica, silicijske MPS podloge su o�ib�ene acetonom preko no�i, 

sterilizirane u 70%-tnom etanolu i osubene na zraku u laminaru. Kontrolne planarne podloge - 

staklena pokrovna stakalca (13 mm; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) 

sterilizirana su u autoklavu na 120°C tijekom 20 minuta. I MPS i kontrolne podloge su zatim 



stavljene u posude s 24 ja~ice (TPP, Trasadingen, avicarska), te je na svaku podlogu dodano 

0,2 mg/ml poli-L-lizina (PLL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD, kat. br. P1274) i ostavljeno 

na sobnoj temperaturi preko no�i, kako bi se podr~ala adhezija stanica. Idu�eg dana, PLL 

otopina je uklonjena, a podloge su isprane sterilnom vodom i osubene na zraku pod sterilnim 

uvjetima. 

 

3.3. Pokusne ~ivotinje 

Istra~ivanja su provedena na mladim mu~jacima btakora soja Sprague-Dawley, tjelesne mase 

170-250 g, starosti 1-2 mjeseca, te na neonatalnim btakorima, starosti 5-7 dana. }ivotinje su 

uzgojene u Nastambi za pokusne ~ivotinje Sveu�ilibta u Splitu u kontroliranim uvjetima. 

Smjebtene su u plasti�nim kavezima s piljevinom i kukuruznom steljom, u parovima, s hranom 

i vodom dostupnom ad libitum, temperaturom 22±1°C, te ciklusima 12 sati dan i 12 sati no�. 

Eti�ka na�ela: Svi pokusi i protokoli na ~ivotinjama odobreni su od strane Eti�kog 

povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveu�ilibta u Splitu te Eti�kog povjerenstva za zabtitu 

~ivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane 

Ministarstva poljoprivrede (dozvola broj HR-POK-022) te su slijedili eti�ke smjernice 

Međunarodne udruge za prou�avanje boli (IASP). 

 

3.4. Kirurbki postupak izolacije spinalnih ganglija 

Kirurbki zahvat izolacije spinalnih ganglija iz odraslih btakora izveden je u inhalacijskoj 

anesteziji induciranoj s 5% izoflurana u kisiku (Forane, Abbott Laboratories Ltd., 

Queenborough, UK, kat. br. B506), a zatim odr~avanoj s 2% izoflurana u kisiku. Nakon 

sredibnjeg reza kroz ko~u i dva bo�na reza kroz mibi�e, lumbalni dio kralje~nice je izlo~en. 

Mibi�no tkivo u okolini je uklonjeno i kralje~nica otvorena dok gangliji nisu bili jasno vidljivi. 

Lijevi i desni L4 i L5 spinalni gangliji su pa~ljivo izvađeni i stavljeni u ledeno hladnu Hankovu 

uravnote~enu otopinu soli (engl. Hank's Balanced Salt Solution, HBSS; bez kalcija/magnezija, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD, kat. br. 14170-146) gdje su preostali ~ivci i vezivno tkivo 

pa~ljivo uklonjeni pod stereomikroskopom. 



Kirurbki zahvat izolacije spinalnih ganglija iz neonatalnih btakora izveden je nakon hladne 

anestezije i eutanazije dekapitacijom. Kralje~nica je uklonjena iz btakora i preba�ena u ledeno 

hladnu otopinu HBSS-a. Nakon �ib�enja preostalog tkiva, kralje~nica je otvorena rezanjem 

kroz dorzalne kraljebke kako bi se izlo~ila leđna mo~dina. Svaki spinalni ganglij pa~ljivo je 

odvojen od leđne mo~dine uklanjanjem od membrana i rezanjem korijena bto je mogu�e bli~e 

gangliju. 

 

3.5. Kultura neurona spinalnog ganglija 

Postupak enzimske i mehani�ke razgradnje tkiva spinalnih ganglija te stani�na kultura, 

odnosno uzgoj neurona spinalnog ganglija in vitro, bio je identi�an za spinalne ganglije 

izolirane iz odraslih i neonatalnih btakora. Postupak enzimske razgradnje tkiva izveden je 

inkubiranjem spinalnih ganglija u Dulbeccovom modificiranom Eagle mediju (engl. 

Dulbecco´s modified Eagle medium, DMEM; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

SAD, kat. br. 31966-021) koji sadr~i 0.07% tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD , 

kat. br. T9935), 0.01% Liberase TM (Roche, Basel, avicarska, kat. br. 05401119001) i 38 U/ml 

DNaze I (Roche, Basel, avicarska, kat. br. 10104159001), na 37°C tijekom 60 minuta u 

vibracijskoj vodenoj kupelji. Enzimska razgradnja prekinuta je dodavanjem 0.25% inhibitora 

tripsina (Roche, Basel, avicarska, kat. br. 10109886001) u DMEM-u, a preostali fragmenti 

ganglija mehani�ki su razgrađeni trituracijom uskim Pasteurovim pipetama sve dok stani�na 

suspenzija nije bila homogena.  

Nakon centrifugiranja na 6000 okretaja u minuti tijekom 6 minuta, stani�ni talog je 

resuspendiran u 1 ml prethodno zagrijanog (37°C) medija za uzgoj stanica sastavljenog od 

Neurobasal-A medija (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD, kat. br. 10888-

022) u kombinaciji s 2% B27 dodatka (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD, 

kat. br. 17504-044), 0.5 mM L-glutamina (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

SAD , kat. br. 25030-081), 0.02 mg/ml gentamicina (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, SAD, kat. br. 15750-060) i 100 ng/ml 7S-�imbenika rasta ~ivaca (engl. nerve 

growth factor, NGF; Corning, NY, SAD, kat. br. 354009). Stanice su izbrojane koriste�i 

Bürker-Türkovu komoricu, nakon �ega je stani�na suspenzija nanesena na prethodno 

pripremljene mikro-igli�aste i kontrolne uzgojne podloge, smjebtene u posude s ja~icama, u 

volumenu od 100 μl (5000-15000 stanica) po uzgojnoj podlozi (n=3 MPS podloge; n=3 



kontrolne podloge po jednoj stani�noj kulturi). Nakon perioda inkubacije od 10-15 minuta 

(37°C, 5% CO2), bto olakbava pri�vrb�ivanje stanica za podlogu, u svaku je ja~icu s uzgojnom 

podlogom i stanicama dodan po 1 ml prethodno zagrijanog (37°C) medija za uzgoj, nakon �ega 

su uzgojne podloge sa stanicama vra�ene u inkubator (37°C, 5% CO2) i kultivirane 1, 3 ili 7 

dana za morfolobke analize, odnosno 24-48 sati za elektrofiziolobke analize. 

 

3.6. Metodologija za morfolobku analizu neurona 

 

3.6.1. Imunocitokemija i fluorescentna mikroskopija 

Nakon 1., 3. i 7. dana u stani�noj kulturi (engl. days in vitro, DIV), neuroni uzgojeni na mikro-

igli�astim i kontrolnim podlogama fiksirani su 4% paraformaldehidom u 0.01 M fosfatnom 

puferu (engl. phosphate-buffered saline, PBS; pH = 7.4) 20 minuta na sobnoj temperaturi. 

Fiksirane stanice zatim su isprane tri puta s PBS-om, te 0.1% Triton X-100 (Millipore, 

Billerica, MA, SAD) u PBS-u tijekom 10 minuta kako bi se permeabilizirala stani�na 

membrana. Za blokiranje nespecifi�nog vezanja protutijela, stanice su inkubirane u 4% kozjem 

ili magare�em serumu (Dako, Glostrup, Danska) u 0.1% Triton X-100 PBS-u tijekom 1 sata na 

sobnoj temperaturi. Zatim je dodana mjebavina primarnih protutijela anti-NeuN u kombinaciji 

s jednim od primarnih protutijela ili konjugata za identifikaciju specifi�nih podtipova neurona 

spinalnog ganglija (anti-NF200 - klon N52, anti-CGRP ili anti-IB4; pojedinosti o primarnim 

protutijelima i konjugatima navedeni su u Tablici 1). Nakon inkubacije preko no�i na 4°C u 

vla~noj komori na tamnom mjestu, stanice su isprane tri puta otopinom 0.1% Triton X-100 u 

PBS-u, tretirane odgovaraju�im sekundarnim protutijelima i konjugatima (pojedinosti u Tablici 

1) tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi te inkubirane s 5 µg/ml DAPI (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, SAD) u PBS-u tijekom 2 minute na sobnoj temperaturi u mraku kako bi se obojile stani�ne 

jezgre. Stanice su kona�no isprane job tri puta otopinom 0.1% Triton X-100 u PBS-u. Uzorci 

su zatim pripremljeni za mikroskopiju koriste�i teku�inu Shandon Immu-Mount (Thermo 

Fisher Scientific, Boston, MA, SAD) i pohranjeni na 4°C do daljnje analize.  

Slike su dobivene pomo�u fluorescentnog mikroskopa Olympus BX51 (Tokyo, Japan) 

opremljenog digitalnom kamerom Olympus DP71 (Tokyo, Japan) pomo�u ra�unalnog 

programa Cell A Imaging Software (Olympus, Tokyo, Japan) Fluorescentne slike stanica i 

neurita snimljene su za svako protutijelo (ili konjugat) koriste�i odgovaraju�e filtere za 



selektivno detektiranje zelene i crvene fluorescencije. Sve slike su snimljene u RGB modu boja 

u 24-bitnom TIFF formatu i rezoluciji 1360 x 1024 piksela. 

 

Tablica 1. Koribtena protutijela i konjugati 

 Meta Proizvo�a; 
kat.br. (lot.br.) 

Razrje�enje 

Primarna protutijela    

Poliklonsko protutijelo protiv 

neuronskog jezgrinog antigena 

(NeuN) razvijeno u kuniću 

Svi neuroni (141) Sigma-Aldrich;  

SAB 4300883 

(480132093) 

1:500 

Monoklonsko protutijelo protiv 

neurofilamenta 200 kDa (NF200), 

klon N52, razvijeno u mišu 

Neuroni spinalnog 

ganglija s mijeliniziranim 

A-vlaknima (31) 

Millipore;  

MAB 5266 

(2567008) 

1:300 

Poliklonsko protutijelo protiv 

peptida vezanog za gen kalcitonina 

(CGRP), razvijeno u kozi 

Peptidergi�ki neuroni 
spinalnog ganglija s 

mijeliniziranim A- i 

nemijeliniziranim C-

vlaknima (43) 

Santa Cruz 

Biotechnology; 

sc-8856 (F1714) 

1:300 

Sekundarna protutijela    

Kozje protutijelo usmjereno na IgG 

kunića, oznaeno fluorescentnom 
bojom Texas Red 

 Santa Cruz 

Biotechnology; 

sc-2780 (B1914) 

1:600 

Kozje protutijelo usmjereno na IgG 

miša, oznaeno biotinom 

 Santa Cruz 

Biotechnology; 

sc-2039 (B2614) 

1:600 

Magareće protutijelo usmjereno na 
IgG koze, oznaeno fluorescentnom 

bojom FITC (fluorescein 

izotiocijanat) 

 Santa Cruz 

Biotechnology; 

sc-2024 (D0114) 

1:600 

Konjugati    

Izolektin B4 (IB4), oznaen 
fluorescentnom bojom FITC 

(fluorescein izotiocijanat) 

Nepeptidergi�ki neuroni 
spinalnog ganglija s 

nemijeliniziranim C-

vlaknima (46) 

Sigma-Aldrich;  

L 2895 

(052M4086V) 

1:100 



Streptavidin DyLight 488 konjugat  Abcam;  

ab134349 

(GR224458-1) 

1:600 

 

3.6.2. Skeniraju�a elektronska mikroskopija 

Uzgojeni neuroni spinalnog ganglija fiksirani su 4% paraformaldehidom u 0.01 M PBS-u 

tijekom 20 minuta, te isprani tri puta PBS-om i tri puta destiliranom vodom tijekom 5 minuta. 

Nakon toga, uzorci su dehidrirani serijom razrjeđenja etanola u vodi, kako slijedi: 25% otopina 

etanola (5 minuta) - 50% otopina etanola (10 minuta) - 75% otopina etanola (10 minuta) - 95% 

otopina etanola (10 minuta) - apsolutni etanol (100%) tijekom 10 minuta, tri puta, i zatim 

ostavljeni da se osube. Uzorci su vizualizirani i fotografirani pomo�u skeniraju�eg elektronskog 

mikroskopa JEOL JSM-5200 (Tokio, Japan). Slike su spremljene kao TIFF datoteke. 

 

3.6.3. Analiza rasta i raspodjele neurona na uzgojnim podlogama 

Imunofluorescentni NeuN pozitivni neuroni spinalnog ganglija brojani su pod fluorescentnim 

mikroskopom na svakom uzorku kontrolnih staklenih podloga i mikro-igli�astih podloga nakon 

1 DIV, 3 DIV i 7 DIV. Jednak uzorak rasta uo�en je nakon svih ispitanih dana u kulturi; stoga 

je za analizu odabrana i prikazana prisutnost neurona nakon 3 DIV. Najprije je procijenjena 

topografija mikro-igli�astih podloga (Slika 5), odnosno utjecaj podru�ja MPS-a sa specifi�nom 

organizacijom igli�astih struktura na rast i raspodjelu neurona. Nakon brojanja neurona 

smjebtenih na svakom od 150 pojedina�nih podru�ja MPS-a, izra�unat je njihov postotak u 

svakom podru�ju MPS-a te je izra�unat prosjek u 5 neovisnih eksperimenata s neuronima iz 

odraslih btakora (n=1011) i 5 neovisnih eksperimenata s neuronima iz neonatalnih btakora 

(n=1966 neurona). Rezultati su prikazani kao funkcija birine i razmaka mikro-igli�astih 

struktura koriste�i SigmaPlot softver (Systat Software, San Jose, SAD) kako bi se dobila 

preferencijalna raspodjela neurona preko povrbine MPS-a, ako postoji. Prema razmaku između 

mikro-igli�astih struktura, MPS je podijeljen na tri okomita odjeljka (1. odjeljak: 0.6–1.4 μm; 

2. odjeljak: 1.6–3.2 μm; 3. odjeljak: 4–15 μm), dok je prema birini mikro-igli�astih struktura 

podijeljen na tri vodoravna odjeljka (1. odjeljak: 2.8–5.6 μm; 2. odjeljak: 1.6–2.4 μm; 3. 

odjeljak: 1–1.4 μm). 



Zatim je procijenjena gusto�a kultiviranih neurona spinalnog ganglija na okomitim i 

vodoravnim odjeljcima MPS-a i kontrolnim staklenim podlogama te uspoređena između 

razli�itih MPS odjeljaka i kontrole. Apsolutni broj neurona po svakom okomitom i 

vodoravnom odjeljku MPS-a izra~en je kao postotak ukupnog broja neurona i podijeljen s 

povrbinom (30.8 mm2 za svih 150 podru�ja MPS-a, to�nije 10.3 mm2 za svaki okomiti odjeljak, 

9.3 mm2 za 1. i 3. vodoravni odjeljak te 12.3 mm2 za 2. vodoravni odjeljak) predstavljaju�i 

relativni broj stanica po mm2. Ukupan broj neurona uzgojenih na kontrolnom staklu također je 

normaliziran povrbinom koja je iznosila 132.7 mm2. Za rezultate je uzet prosjek od 5 neovisnih 

kultura neurona odraslih btakora (ukupno n=1011 neurona uzgojenih na povrbinama MPS-a i 

n=1406 neurona na staklenim kontrolnim podlogama), te 5 kultura neonatalnih neurona 

(ukupno n=1966 neurona na MPS podlogama i n=1841 neurona na kontrolnom staklu). 

 

3.6.4. Morfometrijska analiza du~ine i broja neurita 

Kako bi se procijenio u�inak topografije mikro-igli�astih podloga na morfologiju neonatalnih 

i odraslih neurona spinalnog ganglija, morfometrijske analize du~ine neurita, broja neurita i 

usmjerenosti neurita provedene su upotrebom NIH-ImageJ softvera (verzija 1.50, Bethesda, 

SAD). 

Za kvantificiranje prosje�ne du~ine neurita svakog neurona u razli�itim odjeljcima MPS-a 

(okomito i vodoravno) i razli�itim vremenskim to�kama (1 DIV i 3 DIV) koribten je dodatak 

ImageJ softvera, "NeuronJ" (verzija 1.4.3). Mjerenje du~ine neurita nakon 7 DIV nije bilo 

mogu�e zbog vrlo dugih i isprepletenih neurita koji su izlazili iz vidnog polja. Neuriti uzgojeni 

na staklenim podlogama koribteni su kao kontrola. Slike fluorescentnih neurona s 

prepoznatljivim neuritima, svima unutar vidnog polja, u�itane su u softver u obliku 8-bitnih 

slika u sivim tonovima (engl. grayscale) i kalibrirane prema pove�anju slike. Prosje�na du~ina 

neurita pojedinog neurona dobivena je ru�nim pra�enjem du~ine svakog pojedina�nog neurita 

od njegovog izlaza iz stani�nog tijela do njegovog zavrbetka, podijeljena s ukupnim brojem 

neurita po neuronu. Du~ine neurita i ukupan broj neurita stavljeni su u prosjek za sve neurone 

pojedinog odjeljka MPS-a ili kontrolne staklene podloge. Ukupno je analizirano n = 194 slika 

neonatalnih i n = 189 slika adultnih neurona, s najmanje 15 slika po svakom odjeljku MPS-a i 

kontrolnom staklu. 



Redoslijed naredbi u ImageJ softveru opremljenom dodatkom <NeuronJ=: 

1) Odaberite <Plugins= > <NeuronJ= > kliknite na ~utu mapu i odaberite 8-bitnu sliku u sivim 

tonovima (engl. grayscale) za analizu (prethodno pretvorenu iz fluorescentne (RGB) slike 

pomo�u Adobe Photoshop softvera i spremljenu kao TIFF datoteka). 

2) Odaberite <Analyze= > <Set scale=: za pove�anje slike od 20x, postavite <Distance in pixels=

na 320 i <Known distance= na 200; za pove�anje od 40x, postavite <Distance in pixels=  na 315 

i <Known distance= na 100. Kliknite <Global= kada imate slike s istim pove�anjem u nizu. 

3) Odaberite gumb <Add tracings=. Zatim kliknite na sliku gdje neurit po�inje i pratite ga do 

kraja (na kraju dvostruko kliknite za zavrbetak). 

4) Nakon bto iscrtate sve neurite analiziranog neurona, kliknite na gumb <Measure tracings=, 

odaberite <Display tracing measurements= i kliknite <Run= kako biste dobili tablicu koja sadr~i 

podatke o du~ini neurita. 

5) Na kraju, spremite sliku sa svim iscrtanim neuritima kao novu TIFF datoteku. 

 

3.6.5. Morfometrijska analiza usmjerenosti neurita pomo�u algoritma <Fast Fourier 
Transformation= (FFT) 

Osim analize broja i du~ine neurita, procijenjena je i usmjerenost neurita neonatalnih i adultnih 

neurona spinalnog ganglija uzgojenih na mikro-igli�astim i kontrolnim staklenim podlogama 

koriste�i algoritam <Fast Fourier Transform= (FFT). FFT funkcija pretvara informaciju o 

prostoru i smjeru prisutnu na izvornoj slici u matemati�ki definiranu frekvencijsku domenu. 

Rezultiraju�a FFT izlazna slika preslikava brzinu kojom se intenziteti piksela mijenjaju preko 

izvorne slike, daju�i nam informacije o orijentaciji objekata prisutnih u slici (142). Drugim 

rije�ima, ukoliko na izvornoj slici ne postoji usmjerenje struktura (npr. neurita), izlazna FFT 

slika pokazat �e konstantan intenzitet piksela, bez vrhova, bto ukazuje na nepostojanje 

specifi�nog usmjerenja. Nasuprot tome, izvorna slika koja sadr~i strukture usmjerene u jednom 

smjeru imat �e ve�i intenzitet piksela du~ tog smjera, bto se na izlaznoj FFT slici iscrtava kao 

vrh u tom smjeru (143). 



Usmjerenost neurita smatra se jednom od najva~nijih mjera u ve�ini in vitro studija koje 

ispituju odgovor neurona na nametnutu topografiju uzgojnih podloga. Također, analiza 

usmjerenosti neurita va~na je i za elektrofiziolobka snimanja te za biotehnologiju zbog pru~anja 

informacija o usmjeravanju rasta neurita u ~eljenom smjeru (79). S obzirom na to, probirili smo 

analizu usmjerenosti neurita i na podtipove neurona spinalnog ganglija, kako iz adultnih tako i 

iz neonatalnih btakora. Kvantifikacija usmjerenosti neurita u nabem eksperimentu postignuta 

je izvođenjem FFT analize koriste�i dodatak "Oval profile" softvera NIH-ImageJ (autor Bill 

O'Connell, https://imagej.nih.gov/ij/plugins/oval-profile.html). Ovdje je va~no napomenuti da 

uhodana i pouzdana metodologija za mjerenje usmjerenosti neurita ne postoji. Stoga smo za 

ovu analizu definirali novu metodologiju (u nastavku teksta precizno opisanu, uklju�uju�i i 

komande za izvođenje) koriste�i protokol koji kombinira nekoliko softverskih rjebenja koja 

pru~aju preciznu i brzu metodu za određivanje smjera neurita (144). 

Za svaku podvrstu neurona spinalnog ganglija, snimljeno je 15 digitalnih fotografija 

imunofluorescentno obojenih neurita (obilje~enih antitijelima/konjugatima protiv N52, IB4 ili 

CGRP) po svakom odjeljku MPS-a (u tripletima, odnosno po tri slike za svako podru�je 

jednake topografije), kao i po svakoj kontrolnoj staklenoj podlozi (ukupno n=180 slika adultnih 

i n=180 slika neonatalnih neurona). Slike su pretvorene u 8-bitne TIFF datoteke u sivim 

tonovima (engl. grayscale) pomo�u softvera Adobe Photoshop CS3 (Adobe Photoshop CS3, 

Adobe Systems Incorporated, San Jose, SAD) i izrezane na 512x512 piksela. Budu�i da FFT 

uvijek tretira sliku kao da je dio periodi�no ponavljaju�eg niza identi�nih slika koje se prote~u 

u beskona�nost, pojavit �e se jaki rubni efekti te stvoriti la~ni vrhovi na grafovima usmjerenja 

neurita (142). Kako bi se ti efekti eliminirali, na svaku je sliku prije analize (Slika 6 d, j) 

potrebno primijeniti masku (engl. radial feather mask) u Adobe Photoshop softveru. 

Pripremljene slike zatim su obrađene FFT funkcijom softvera ImageJ kako bi se stvorila FFT 

slika (frekvencijski dijagram; Slika 6 b, e, h, k). FFT metoda u potpunosti pretvara prostorne 

informacije slike (piksele) u frekvencijsku domenu, rastavljanjem slike na sinuse i kosinuse 

razli�itih amplituda i faza. Na taj su na�in izvorni podaci u potpunosti sa�uvani. Proizvedeni 

frekvencijski dijagram FFT-a sastoji se od piksela razli�itih frekvencija koji su raspoređeni na 

razli�itim udaljenostima i u razli�itim smjerovima od sredibta slike, s pikselima niske 

frekvencije u sredibtu i visoke frekvencije na rubu slike. Op�enito, pikseli niske frekvencije 

predstavljaju cjelokupan oblik ili uzorak na slici i kao takvi sadr~e najvibe informacija o slici, 

dok pikseli visoke frekvencije pru~aju vibe informacija o detaljima slike, ali također odgovaraju 

https://imagej.nih.gov/ij/plugins/oval-profile.html


naglim varijacijama na slici i sadr~e vibe buma. Stoga, detalji, rubni efekti i pozadinski bum u 

analiziranoj slici doprinose stvaranju piksela visoke frekvencije (142). Ako slika sadr~i 

nasumi�ne neurite, kao one na kontrolnim staklenim podlogama (Slika 6 a, d), rezultiraju�i 

frekvencijski dijagram sadr~i piksele niske frekvencije u blizini sredibta s pikselima visoke 

frekvencije rasprbenima oko sredibta (Slika 6 b, e). Ukoliko se prije FFT analize na sliku ne 

stavi maska (Slika 6 a), dolazi do pojave sna~ne okomite linije piksela visoke frekvencije kroz 

sredibte frekvencijskog dijagrama (Slika 6 b, strelica ozna�ava bum), kao i la~nih vrhova na 

dijagramu usmjerenosti neurita (Slika 6 c, strelice), bto je pokazatelj postojanja rubnih efekata. 

No, ukoliko se prije analize na sliku stavi maska (Slika 6 d), dolazi do slabljenja rubnih efekata, 

te gubitka okomite linije piksela visoke frekvencije, odnosno buma (Slika 6 e), kao i nestajanja 

la~nih vrhova (Slika 6 f). Informacija o usmjerenim neuritima na izvornoj slici, kao bto su 

neuriti na mikro-igli�astim podlogama (Slika 6 g, j), prikazana je frekvencijskim dijagramom 

koji sadr~i piksele visoke frekvencije koncentrirane du~ određene osi (Slika 6 h, k). Ponovno, 

primjenom maske (Slika 6 j) la~ne informacije (Slika 6 h, i, strelica) se filtriraju (Slika 6 k, l). 

Podaci iz FFT slike su zatim ekstrahirani pomo�u dodatka ImageJ softvera, <Oval Profile=, na 

na�in da se intenziteti piksela zbrajaju du~ radijusa za svaki kut (0-360°) kako bi se dobio FFT 

dijagram usmjerenosti neurita (Slika 6 c, f, i, l). FFT dijagram usmjerenosti nasumi�nih neurita, 

bez preferencijalnog usmjerenja, trebao bi izgledati kao kontinuirano promjenjiv trag bez 

specifi�nih vrhova, kao bto je prikazano na Slici 6 f. Ukoliko se slika obrađuje bez primijenjene 

maske generirat �e se artefakti u obliku la~nih vrhova (Slika 6 c, strelice) koji izravno 

odgovaraju okomitoj liniji piksela visoke frekvencije vidljivih na frekvencijskom dijagramu 

(Slika 6 b, strelica). Suprotno tome, FFT dijagram usmjerenosti neurita sa preferencijalnim 

smjerom du~ određene osi sadr~avat �e karakteristi�an trag vrhova koji predstavlja stupanj 

usmjerenosti prisutan u izvornoj slici (Slika 6 l). Vibi i u~i vrhovi ukazuju na ujedna�eniji 

stupanj usmjerenosti neurita. Polo~aj vrhova ili kut usmjerenja predstavljaju glavnu os smjera 

u kojem neuriti rastu na uzgojnim podlogama. FFT dijagram usmjerenosti slike koja je 

obrađena bez primjene maske također �e sadr~avat artefakte, odnosno la~ne vrhove (Slika 6 i). 

Grafi�ki prikaz rezultata dobiva se zbrajanjem intenziteta piksela du~ svakog stupnja između 

0° i 180°. Budu�i da je FFT dijagram simetri�an prikaz do 360° nije potreban (145). 

 



 

Slika 6. FFT analiza slika neurona koji sadr~e nasumi�ne neurite (a-f) i usmjerene neurite (g-

l) koriste�i dodatak "Oval profile" softvera NIH-ImageJ. Analiza slika bez maske (engl. radial 

feather mask) (a, g) proizvodi artefakte, odnosno la~ne vrhove (ozna�ene strelicama na slici b, 

c, h, i) uzrokovane rubnim efektima. Postavljanjem maske na izvornu sliku (d, j) vidljivo je 

odsustvo artefakata, odnosno nestajanje la~nih vrhova (e, f, k, l), kako na FFT frekvencijskom 

dijagramu (e, k) tako i na dijagramu usmjerenosti neurita (f, l). 

 

 

 



Detaljni koraci pripreme slika za FFT analizu: 

1) Snimite slike imunofluorescentno obojenih neurita spinalnog ganglija pod fluorescentnim 

mikroskopom koriste�i objektiv 20X. U slu�aju slika neurona uzgojenih na mikro-igli�astim 

podlogama, nakon snimanja fluorescentne slike ~eljenog neurona, snimite i povrbinu MPS-a 

na kojoj se neuron nalazi koriste�i diferencijalni interferencijski kontrast (DIC) zbog vidljivosti 

vodoravnih i okomitih rubova svakog polja MPS-a (koji se ne mogu vidjeti na fluorescentnim 

slikama). Spremite snimljene slike u TIFF formatu. 

NAPOMENA: Treba paziti da se maksimalno smanji pozadinski bum micanjem pozadine 

tijekom snimanja slike i/ili kasnije u softveru Adobe Photoshop. 

2) U Adobe Photoshop-u, stvorite novu sliku klikom na <File= sa birinom i visinom od 512 x 

512 piksela i rezolucijom od 72 piksela po in�u. Odaberite 8-bitnu sliku u sivim tonovima 

(engl. grayscale) iz opcije <Color mode option= i kliknite OK. 

3) Na alatnoj traci s lijeve strane ekrana (odaberite <Window > Tools= da biste otvorili alatnu 

traku, ako nije otvorena prema zadanim postavkama) pritisnite i dr~ite tipku miba na alatu 

<Rectangular Marquee Tool= (drugi alat s vrha). Pojavit �e se padaju�i izbornik s dodatnim 

alatom. Odaberite <Elliptical Marquee Tool=. Na traci opcija odaberite stil kao <Fixed Size= s 

dimenzijama birine i visine od 512 x 512 piksela. Kliknite na sliku i povucite krug u sredibte 

slike (koriste�i tipke sa strelicama na tipkovnici). 

4) Zatim postavite masku na sliku, odnosno omekbajte rubove slike (stvorite <vignette effect=) 

odabirom <Windows > Mask=. U donjem desnom kutu pojavit �e se opcije maske. Kliknite na 

ikonu koja ozna�ava <Add a pixel mask=. Parametar <Density=, koji kontrolira prozirnost 

maske, ostavite na zadanoj vrijednosti od 100%. Da biste dobili meke rubove, parametar 

<Feather radius= stavite na 20 piksela. 

5) Nakon bto je kru~na maska gotova, spremite je kao novu sliku u TIFF formatu (mo~ete je 

nazvati "Predlo~ak"). Ovaj se "Predlo~ak" ponovno koristi za primjenu maske na sve slike. 

6) Otvorite obje, sliku predlobka i ~eljenu sliku neurona u Photoshop-u. Sada kopirajte ~eljenu 

sliku i zalijepite je na sliku predlobka (na vaboj slici kliknite <Select > All=, <Edit > Copy=, a 

zatim <Edit > Paste= na sliku predlobka). Upotrijebite <Move Tool= za podebavanje podru�ja 

slike kojeg ~elite analizirati. 



NAPOMENA: U slu�aju slika snimljenih s mikro-igli�astih podloga, prvo otvorite DIC sliku 

podru�ja na kojem se neuron nalazi i imunofluorescentnu sliku tog neurona. Kopirajte DIC 

sliku i zalijepite je na fluorescentnu sliku. Kako su sada vidljive vodoravne i okomite rubne 

linije ~eljenog podru�ja MPS podloge, rotirajte sliku sve dok vodoravna linija ne bude 

paralelna s donjim djelom ekrana, a okomita linija s bo�nom stranom ekrana. 

7) Odaberite <Window > Layers= (uvjerite se da je <Layer 1= odabran). Zatim kliknite i dr~ite 

kru~nu masku iz <Layer 0= (slika bijelog kruga na crnoj pozadini s desne strane slike predlobka) 

i povucite je i ispustite na ~eljenu sliku (<Layer 1=). Posljednji korak je spremanje trenutne 

slike s primijenjenom maskom kao nove TIFF datoteke (Slika 6 d, j). 

 

Detaljni koraci FFT analize: 

1) Otvorite spremljenu sliku (s primijenjenom maskom) u softveru NIH ImageJ (<File > 

Open=). Zatim odaberite na traci izbornika: Process > FFT > FFT kako biste generirali FFT 

sliku (Slika 6 b, e, h, k). 

2) Primijenite analizu <Oval Profile= na FFT slici koriste�i ikonu elipse na glavnoj alatnoj traci. 

Da biste definirali i fiksirali radijus prstena, dvostruko kliknite na ikonu elipse. Kada se otvori 

prozor <Selection Brush=, unesite ~eljenu veli�inu (511 piksela u nabem slu�aju) i odaberite 

<Enable selection brush=. Kliknite FFT sliku i povucite prsten u sredibte slike (koriste�i tipke 

sa strelicama na tipkovnici). 

3) Na traci izbornika odaberite <Plugins > Oval Profile=. Postavite <Number of points= na 360 

te <Analysis mode= na <Radial Sums=. 

4) Novo kreirani graf usmjerenosti neurita (engl. Radial Sum Intensity graph, Slika 6 c, f, i, l) 

prikazuje periodi�ne promjene u intenzitetu piksela pod svakim kutom usmjerenja. Kliknite na 

"List" da biste vidjeli vrijednosti intenziteta piksela (u stupcu Y) za svih 360 kutova (u stupcu 

X) i kopirajte ih. 

5) Zalijepite vrijednosti intenziteta piksela i kutove u prva dva stupca Microsoft Excel-a. U 

stupcu A pojavit �e se svi kutovi od 0 do 359, kao i vrijednosti radijalnih suma intenziteta 

piksela u stupcu B. U sljede�em stupcu trebate prona�i minimalnu vrijednost među svim 

vrijednostima radijalnih suma intenziteta za svih 360 kutova. Zatim oduzmite te minimalne 



vrijednosti od svake vrijednosti radijalnog intenziteta kako biste dobili razlike u intenzitetima 

piksela između kutova. Posljednji korak je umetanje tih vrijednosti u graf pomo�u softvera 

Origin (verzija X). 

 

3.7. Metodologija za elektrofiziolobku analizu neurona 

Za karakterizaciju elektrofiziolobkih parametara neurona spinalnog ganglija uzgojenih na 

mikro-igli�astim i kontrolnim staklenim podlogama koribteno je patch-clamp snimanje cijele 

stanice (engl. whole-cell patch-clamp) u na�inu rada <current-clamp=. Snimanja su obavljena 

nakon 24 do 48 sati u stani�noj kulturi, na sobnoj temperaturi, koriste�i EPC-8 patch-clamp 

poja�alo kontrolirano Patchmaster softverom. 

 

3.7.1. Patch-clamp sustav 

Zbog neprozirnosti mikro-igli�astih podloga, sastavljen je prilagođeni patch-clamp sustav 

temeljen na uspravnom mikroskopu BX-52 (Olympus, SAD) s pomi�nim postoljem po x-, y- i 

z-osi, te s fiksnim objektivom velike radne udaljenosti. Kako bi se smetnje uzrokovane 

vibracijama i elektri�nim bumom svele na najmanju mogu�u mjeru, mikroskop je fiksiran na 

anti-vibracijski stol i okru~en Faradayevim kavezom. Patch-pipete izrađene su od 

borosilikatnih staklenih kapilara s filamentima (vanjskog promjera 1.5 mm, unutarnjeg 

promjera 0.86 mm; Sutter Instrument, Novato, CA, SAD, kat. br. BF150-86-10) koribtenjem 

P-97 uređaja za izradu pipeta (Sutter Instrument, Novato, CA, SAD) opremljenog s filamentom 

od 2.5 x 2.5 mm (Sutter Instrument, Novato, CA, SAD, kat. br. FB255B). Nakon toga, pipete 

su polirane toplinom pomo�u uređaja za taljenje (engl. microforge; Narishige, Tokio, Japan) 

kako vrh pipete ne bi bio obtar. Izrađene pipete imale su otpor od 3–6 MΩ. Distalni kraj svake 

pipete zatim je napunjen unutarstani�nom otopinom koriste�i btrcaljku i finu, dugu iglu spojenu 

na filtar s porama od 0.2 μm. Pipeta je montirana na HEKA <headstage=, njeno pomicanje 

kontrolirano je motoriziranim mikromanipulatorom (HEKA Elektronik GmbH, Njema�ka). 

Elektrofiziolobki zapisi snimljeni su u konfiguraciji <whole-cell= koriste�i HEKA EPC-8 

patch-clamp poja�alo (HEKA Electronic, Lambrecht, Njema�ka) i PatchMaster softver (verzija 

2.53; HEKA Elektronik GmbH, Lambrecht, Njema�ka). 

 



3.7.2. Elektrofiziologija 

Nakon razdoblja inkubacije od 24-48 sati, snimljeni su kultivirani adultni neuroni spinalnog 

ganglija unutarstani�nom tehnikom <whole-cell patch-clamp=. Medij za uzgoj je uklonjen, a 

stanice su potom preba�ene u komoru za snimanje postavljenu na uspravni mikroskop. Komora 

je napunjena izvanstani�nom otopinom (37°C), koja se sastojala od 140 mM NaCl (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. br. 31434), 4 mM KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis , 

Missouri, SAD, kat. br. P4504), 2 mM CaCl2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. 

br. 746495), 2 mM MgCl2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD , kat. br. M8266), 10 mM 

HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. br. H3375) i 10 mM glukoze (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. br. G8270). pH je podeben na 7.4 pomo�u NaOH, a 

osmolarnost je bila ~300 mOsm. 

Unutarstani�na otopina pipete sastojala se od 120 mM KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, SAD, kat. br. P4504), 5 mM Na-ATP (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, 

kat. br. A2383), 0.4 mM Na-GTP (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. br. G8877W), 

5 mM EGTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. br. 03779 ), 2.25 mM CaCl2 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat. br. 746495), 5 mM MgCl2 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, SAD, kat. br. M8266) i 20 mM HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

SAD, kat. br. H3375). pH je podeben na 7.2 pomo�u KOH, a osmolarnost je bila ~290 mOsm. 

Sva snimanja provedena su na sobnoj temperaturi od 23  2°C. Promjer tijela neurona kretao 

se između 15-30 m. Nakon bto je uspostavljeno �vrsto brtvljenje (engl. tight seal) s otporom 

ve�im od 1 G (engl. giga-ohm seal), napon naredbe (engl. command voltage) postavljen je 

na -70 mV kako bi se simulirao membranski potencijal mirovanja i minimizirali 

elektrokemijski poreme�aji nakon probijanja stani�ne membrane. Kapacitivnost pipete (engl. 

pipette capacitance) je elektroni�ki kompenzirana. Nakon uspostavljanja <whole-cell= 

konfiguracije, membranski potencijal mirovanja ostavljen je da se stabilizira nekoliko minuta 

prije mjerenja. Akcijski potencijali (AP) izazvani su dvjema vrstama struje: kratkim (100 ms) 

za određivanje potrebnih AP parametara i dugim (500 ms) za mjerenje broja AP. Kako bi se 

osigurala to�nost rezultata, neuroni koji su pokazali ulazni otpor manji od 100 MΩ nakon 

postizanja <whole-cell= konfiguracije ili neuroni koji su pokazali visoku struju propubtanja 

(engl. leak current; > 0,5 nA pri potencijalu zadr~avanja -70 mV) ili su pokazivali bilo koje 

drugo vidljivo pogorbanje tijekom okidanja akcijskih potencijala, isklju�eni su iz analize. 



3.7.3. Analiza elektrofiziolobkih podataka 

Analiza elektrofiziolobkih podataka provedena je koribtenjem softverskih paketa: Clampfit 

10.3 (Molecular Devices, San Jose, CA, SAD), Microsoft Excel (Redmond, WA, SAD) i 

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD). Neuroni su uklju�eni u analizu 

samo ako su zadovoljili određene kriterije, uklju�uju�i membranski potencijal mirovanja 

(RMP) od -30 mV ili vibe negativan, na temelju prethodnih otkri�a koja sugeriraju da su 

varijable AP-a u neuronima spinalnog ganglija sli�ne bez obzira na to je li koribtena granica 

RMP-a od -30 mV ili -40 mV (36). Dodatno, za analizu su uzeti u obzir samo neuroni koji 

pokazuju preba�aj potencijala (engl. overshooting AP) s amplitudom od 50 mV ili ve�om. 

Kriterij negativne naknadne hiperpolarizacije isklju�en je iz analize zbog njegove tipi�ne 

upotrebe u unutarstani�nim snimanjima intaktnih spinalnih ganglija ex vivo, umjesto u patch-

clamp snimanjima disociranih stanica (146). 

 

3.8. Statisti�ki postupci 

Statisti�ke analize provedene su kako bi se utvrdila zna�ajnost dobivenih rezultata. Podaci 

dobiveni nakon morfolobkih analiza u softverima ImageJ, SigmaPlot, Origin te Microsoft 

Excel, analizirani su statisti�kim programom GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, SAD). Razlike između dviju skupina testirane su pomo�u Studentovog t-testa. 

Analiza vibestrukih usporedbi izvedena je koribtenjem jednosmjerne ANOVA-e, a zatim s 

Bonferroni post-hoc testom. P vrijednosti manje od 0.05 smatrane su statisti�ki zna�ajnima. 

Varijacije u podacima izra~ene su kao srednja vrijednost  standardna pogrebka srednje 

vrijednosti (SEM). 

Podaci dobiveni nakon elektrofiziolobkih analiza u softverima Clampfit 10.3 i Microsoft Excel 

prikazani su kao srednja vrijednost  standardna pogrebka srednje vrijednosti (SEM) te 

podvrgnuti Mann-Whitney U testu za usporedbu. Razine zna�ajnosti postavljene su na P  

0.05. Kako bi se uspostavila kontrolna referenca, elektrofiziolobki i morfolobki podaci dobiveni 

od neurona kultiviranih na silicijskim mikro-igli�astim podlogama uspoređeni su s onima 

kultiviranima na staklenim planarnim podlogama. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI 



4.1. Rezultati morfolobke analize neurona 

Cilj prve studije bio je istra~iti rast i raspodjelu neurona spinalnog ganglija te njihovu 

morfologiju, odnosno usmjerenost, du~inu i broj neurita na razli�itim topografijama silicijskih 

mikro-igli�astih podloga te na kontrolnim staklenim ravnim podlogama, tj. podlogama bez 

prisustva topografije. 

 

4.1.1. Rast i raspodjela neurona spinalnog ganglija na mikro-igli�astim podlogama 

Neuroni spinalnog ganglija, izolirani iz neonatalnih i adultnih btakora, kultivirani su na 

silicijskim mikro-igli�astim uzgojnim podlogama (MPS) s razli�itim topografskim strukturama 

te uspoređeni s kontrolnim neuronima kultiviranim na konvencionalnim ravnim podlogama, 

odnosno podlogama bez topografije, izrađenima od borosilikatnog stakla. Kultivirani neuroni 

spinalnog ganglija �vrsto su prianjali na povrbinu MPS podloga i nisu se lako odvajali tijekom 

promjene medija i postupaka bojanja. Neuroni s rastu�im neuritima bili su prisutni i na 

kontrolnom staklu i na MPS podlogama, nakon 1., 3. i 7. dana u kulturi (Slika 7 a, b). Jednak 

uzorak rasta primije�en je nakon svih ispitanih dana u kulturi; stoga je za analizu izabrana i 

prikazana prisutnost neurona nakon 3. dana in vitro. 

Kako bi se istra~io utjecaj topografije 3D mikro-igli�astih uzgojnih podloga na preferencijalni 

rast neurona spinalnog ganglija, povrbina MPS podloga podijeljena je u tri okomita odjeljka 

(prema razmaku između mikro-igli�astih struktura) i tri vodoravna odjeljka (prema birini 

mikro-igli�astih struktura) (Slika 8). Nakon prebrojavanja i izra�unavanja postotka NeuN 

pozitivnih neurona na svakom od 150 topografski razli�itih podru�ja MPS podloga iz pet 

neovisnih eksperimenata s adultnim neuronima (n=1011) te pet neovisnih eksperimenata s 

neonatalnim neuronima (n=1966 neurona), dobiven je povrbinski dijagram raspodjele 

neonatalnih (Slika 8a) i adultnih (Slika 8b) neurona spinalnog ganglija, kao funkcija birine i 

razmaka mikro-igli�astih struktura. Otkriveno je da raspodjela neurona nije ravnomjerna po 

povrbini MPS podloga, kao bto je to slu�aj kod konvencionalnih podloga, ve� i neonatalni i 

adultni neuroni spinalnog ganglija pokazuju preferencijalan rast na podru�jima MPS podloga 

sa specifi�nim topografskim zna�ajkama. Neonatalni neuroni spinalnog ganglija (Slika 8a) 

imali su izra~eniji afinitet za podru�ja prvog okomitog odjeljka MPS-a u kojem se nalaze 

mikro-igli�aste strukture s najmanjim međusobnim razmakom (0.6-1.4 μm). Prosje�na gusto�a 

neurona u tom podru�ju bila je zna�ajno ve�a nego u preostalim dijelovima MPS-a (Slika 8c). 



Zanimljivo, nije bilo zna�ajne razlike u prosje�noj gusto�i neonatalnih neurona između 

vodoravnih odjeljaka, bto sugerira da birina mikro-igli�astih struktura nema toliko va~an u�inak 

na njihov rast kao bto to ima razmak između mikro-igli�astih struktura. Također, prosje�an broj 

neonatalnih neurona po kvadratnom milimetru bio je zna�ajno ve�i od gusto�e adultnih 

neurona (4.6 naspram 2.1 po 1 mm2; t-test, P < 0.001). 

S druge strane, adultni neuroni spinalnog ganglija uglavnom su se nalazili u sredibnjoj regiji 

MPS-a, u podru�jima drugog okomitog odjeljka (1.6-3.2 μm) i drugog vodoravnog odjeljka 

(1.6-2.4 μm), sa zna�ajno ve�om gusto�om neurona u tom podru�ju u usporedbi s drugim 

podru�jima MPS-a i kontrolnim staklenim podlogama (Slika 8d). S obzirom da je prosje�na 

gusto�a neurona na kontrolnim ravnim povrbinama bila sli�na gusto�i neurona na povrbinama 

MPS-a ne-preferencijalnog rasta neurona, mo~emo zaklju�iti da topografija mikro-igli�astih 

podloga nema negativan u�inak na rast neurona spinalnog ganglija. atovibe, određene 

topografske zna�ajke MPS podloga povoljnije utje�u na rast neurona spinalnog ganglija in vitro 

u odnosu na kontrolne podloge. 

 

Slika 7. Reprezentativne imunofluorescentne slike NeuN pozitivnih neurona spinalnog 

ganglija uzgojenih na a) kontrolnim staklenim ravnim podlogama i b) silicijskim mikro-

igli�astim podlogama (MPS), nakon 1., 3. i 7. dana u stani�noj kulturi (DIV). Mjerna traka je 

200 µm. 



 
 

Slika 8. U�inci povrbinske topografije mikro-igli�astih podloga (MPS) na rast i raspodjelu 

neurona spinalnog ganglija in vitro. Povrbinski dijagrami (a) neonatalnih i (b) adultnih neurona 

nakon 3. dana u stani�noj kulturi prikazuju preferencijalnu raspodjelu neurona na MPS 

uzgojnim podlogama kao funkcija birine i razmaka mikro-igli�astih struktura. Bijele linije 

ozna�avaju podjelu MPS-a na tri vodoravna (1. odjeljak: 2.8–5.6 μm; 2. odjeljak: 1.6–2.4 μm; 

3. odjeljak: 1–1.4 μm) i tri okomita odjeljka (1. odjeljak: 0.6–1.4 μm; 2. odjeljak: 1.6–3.2 μm; 

3. odjeljak: 4–15 μm). Prosje�an broj (c) neonatalnih i (d) adultnih neurona po jednom 

kvadratnom milimetru na okomitim i vodoravnim odjeljcima MPS-a i kontrolnim staklenim 

podlogama. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SEM. Legenda: # ozna�ava zna�ajnu 

razliku između prvog okomitog odjeljka i dva preostala okomita odjeljka MPS-a; * razlika 

između staklene podloge i tre�eg okomite odjeljka MPS-a; ** razlika između staklene podloge 

i drugog okomitog i vodoravnog odjeljka (jednosmjerna ANOVA, Bonferronijev post-hoc test, 



P < 0.05). Rezultati su dobiveni iz pet neovisnih eksperimenata s neonatalnim neuronima (n = 

1966 neurona na MPS podlogama; n = 1841 na staklenim podlogama) te pet neovisnih 

eksperimenata s adultnim neuronima (n = 1011 na MPS podlogama; n = 1406 na staklenim 

podlogama). 

 

Za daljnju vizualizaciju neurona spinalnog ganglija na povrbini mikro-igli�astih podloga, 

koribtena je skeniraju�a elektronska mikroskopija (SEM). Viba rezolucija SEM slika pru~ila je 

dodatan uvid u procjenu karakteristika rasta neurona te interakciju neurita sa mikro-igli�astim 

strukturama razli�itih birina i međusobnog razmaka (Slika 9). U podru�jima MPS-a s manjim 

razmakom (0.6-1.4 µm) i srednjim razmakom (1.6-3.2 µm) između mikro-igli�astih struktura, 

neuriti su imali tendenciju rasta izravno na vrhovima mikro-igli�astih struktura, pri�vrb�uju�i 

se za vrhove struktura i prelaze�i s jedne strukture na drugu bez kontakta s bazom struktura 

(Slika 9 a-b, e-f). Kako je razmak između struktura postajao ve�i (4-15 µm), neuriti su po�eli 

prodirati do baze struktura i rasti na ravnim povrbinama između struktura. Međutim, kontakt 

sa strukturama nije u potpunosti izgubljen jer neki neuriti pokazuju tendenciju ponovnog 

"penjanja" na vrhove struktura (Slika 9 c-d, g-h). Ovaj djelomi�an gubitak kontaktnog vođenja 

u podru�jima MPS-a s ve�im razmakom između mikro-igli�astih struktura dovodi do 

smanjenja usmjerenosti neurita u ovom određenom podru�ju MPS-a. ini se da uloga mikro-

igli�astih struktura kao smjernica za rast neurita gotovo isklju�ivo ovisi o razmaku između 

struktura, a ne o birini struktura, s obzirom da se razli�iti obrasci rasta neurita (na vrhu i/ili 

između struktura) mogu vidjeti u podru�jima MPS-a s jednakom birinom struktura (Slika 9). 

Opa~eno ponabanje bilo je sli�no i za neonatalne i za adultne neurone spinalnog ganglija. 



 

Slika 9. Interakcije neurita s mikro-igli�astim strukturama MPS podloga u odnosu na 

topografsku organizaciju struktura. Reprezentativne slike (a-d) neonatalnih i (e-h) adultnih 

neurona spinalnog ganglija na MPS podru�jima sa strukturama razli�ite birine (W) i 

međusobnog razmaka (S), dobivene skeniraju�im elektronskim mikroskopom (SEM). Slike 

prikazuju tendenciju neurita da slijede vrhove mikro-igli�astih struktura s manjim međusobnim 

razmakom (a-b, e-f), osiguravaju�i tako usmjereni rast neurita; međutim, s pove�anjem 

razmaka između mikro-igli�astih struktura (c-d, g-h), neki neuriti po�inju djelomi�no gubiti 

kontakt sa strukturama te po�inju rasti između njih. Mjerna traka: 10 µm. 

 

4.1.2. Du~ina i broj neurita na mikro-igli�astim podlogama 

Kako bi se istra~io utjecaj topografije mikro-igli�astih uzgojnih podloga na morfologiju 

neurona spinalnog ganglija, provedene su morfometrijske analize du~ine i broja neurita te 

usmjerenosti neurita. Za određivanje prosje�ne du~ine i broja neurita svakog neurona 

analizirane su imunofluorescentne slike neurona (ukupno n = 194 neonatalnih i n = 189 

adultnih neurona) u razli�itim vremenskim to�kama i razli�itim odjeljcima MPS podloga kao i 

kontrolnim staklenim podlogama. Na broj i du~inu neurita zna�ajno je utjecao razmak između 

mikro-igli�astih struktura, ali ne i njihova birina. 

Ve� nakon 1. dana in vitro (DIV), neuriti su bili zna�ajno du~i u 1. okomitom odjeljku MPS-a 

(podru�ja s rasponom razmaka između mikro-igli�astih struktura od 0.6–1.4 μm) i 2. okomitom 

odjeljku MPS-a (podru�ja s rasponom razmaka između struktura od 1.6–3.2 μm) u usporedbi 



s kontrolnom staklenom povrbinom, i za neonatalne (jednosmjerna ANOVA, glavni u�inak 

F(3,76) = 6.725; P = 0,0004) i za adultne (jednosmjerna ANOVA, glavni u�inak F(3,84) = 

15.32; P < 0,0001) neurone spinalnog ganglija (Slika 10a i 10c). Nije bilo zna�ajne razlike u 

du~ini neurita između neurona koji su rasli u 1. i 2. okomitom odjeljku MPS-a, međutim, du~ina 

neurita neonatalnih i adultnih neurona koji su rasli u 3. okomitom odjeljku MPS-a (podru�ja s 

rasponom razmaka između struktura od 4-15 μm) bila je zna�ajno kra�a u usporedbi s 1. i 2. 

okomitim odjeljkom te sli�na onima na kontrolnim staklenim podlogama bez topografije. 

Du~ina neurita adultnih neurona u 3. okomitom odjeljku bila je �ak zna�ajno kra�a u usporedbi 

s neuronima uzgojenim na staklu. Kao bto se i o�ekivalo, nakon 3 DIV, svi su neuriti bili du~i 

nego poslije 1 DIV, ali pove�anje du~ine je bilo ve�e za adultne neurone. Međutim, izgubila 

se zna�ajna razlika u du~ini neurita između neurona uzgojenih na staklu i MPS-u. Du~ina 

neurita analizirana je samo nakon 1 DIV i 3 DIV, budu�i da je mjerenje du~ine neurita nakon 

7 DIV bilo nemogu�e zbog vrlo dugih i isprepletenih neurita koji su se protezali izvan vidnog 

polja. 

Broj neurita po neuronu bio je zna�ajno ni~i nakon 1 DIV kod neonatalnih neurona smjebtenim 

u 3. okomitom odjeljku u usporedbi s drugim okomitim odjeljcima i kontrolnim staklenim 

podlogama (jednosmjerna ANOVA, glavni u�inak F(3,76) = 2.846; P = 0.0431). Nakon 3 DIV, 

broj neurita smanjio se u svim okomitim odjeljcima u usporedbi s onima uzgojenim na staklu 

(jednosmjerna ANOVA, glavni u�inak F(3,70) = 3.090; P = 0.0326) (Slika 10b). Sli�an obrazac 

uo�en je i kod adultnih neuronima (Slika 10d). Nakon 1 DIV, broj neurita po neuronu u 2. i 3. 

okomitom odjeljku bio je manji od onih uzgojenih na staklenim povrbinama, kao i broj neurita 

u 1. i 2. okomitom odjeljku nakon 3 DIV (jednosmjerna ANOVA, glavni u�inak F (3,84) = 

9.080; P < 0.0001)  

Ovi rezultati sugeriraju da specifi�ne topografije MPS uzgojnih podloga pru~aju povoljno 

okru~enje za rast neonatalnih i adultnih neurona s manjim brojem du~ih neurita, posebno u 

podru�jima s razmakom između mikro-igli�astih struktura između 0.6 i 3.2 μm (1. i 2. okomiti 

odjeljak). 

 



 

Slika 10. U�inci povrbinske topografije mikro-igli�astih podloga (MPS), odnosno razmaka 

između mikro-igli�astih struktura na (a, c) prosje�nu du~inu neurita i (b, d) broj neurita, nakon 

1. i 3. dana in vitro (DIV), (a, b) neonatalnih i (c, d) adultnih neurona. Podaci su prikazani kao 

srednje vrijednosti ± SEM. Statisti�ki zna�ajne razlike između kontrolnih staklenih i MPS 

podloga ozna�ene su zvjezdicom (jednosmjerna ANOVA, Bonferronijev post-hoc test, p-

vrijednosti navedene u tekstu). Za (a, b) analizirana su ukupno 194 neonatalna neurona: staklo 

1 DIV (n = 31), staklo 3 DIV (n = 31); MPS odjeljci: 1. okomiti 1 DIV (n = 23), 1. okomiti 3 

DIV (n = 27); 2. okomiti 1 DIV (n = 26), 2. okomiti 3 DIV (n = 21), 3. okomiti 1 DIV (n = 19), 

3. okomiti 3 DIV (n = 16). Za (c, d) analizirano je ukupno 189 adultnih neurona: staklo 1 DIV 

(n = 34), staklo 3 DIV (n = 30); MPS odjeljci: 1. okomiti 1 DIV (n = 20), 1. okomiti 3 DIV (n 

= 29); 2. okomiti 1 DIV (n = 23), 2. okomiti 3 DIV (n = 21), 3. okomiti 1 DIV (n = 15), 3. 

okomiti 3 DIV (n = 17). 

 



4.1.3. Usmjerenost neurita na mikro-igli�astim uzgojnim podlogama 

Uz analizu du~ine i broja neurita, procijenjena je i usmjerenost neurita neonatalnih i adultnih 

neurona spinalnog ganglija, kako bi se istra~ilo utje�e li topografija mikro-igli�astih podloga i 

na taj aspekt morfologije. Neonatalni i adultni neuroni uzgojeni na MPS podlogama i 

kontrolnom staklu obojeni su glavnim markerima razli�itih podtipova neurona spinalnog 

ganglija (N52, CGRP i IB4), a imunofluorescentne slike (ukupno n = 180 s neonatalnim i n = 

180 s adultnim neuronima) analizirane su koribtenjem FFT algoritma softvera ImageJ. Ova je 

morfometrijska analiza probirena na podtipove neurona spinalnog ganglija s obzirom da 

dobiveni podaci daju informacije o usmjeravanju rasta neurita u ~eljenom smjeru bto je veoma 

va~no u raznim biomedicinskim primjenama, uklju�uju�i razvoj neuralnih implantata u 

tkivnom in~enjerstvu ili za elektrofiziolobka snimanja koriste�i tehnologiju mikro-elektrodnih 

�ipova. 

FFT analiza pokazala je da na smjer i orijentaciju rasta neurita sna~no utje�e topografija mikro-

igli�astih povrbina, u smislu razmaka između mikro-igli�astih struktura (Slika 11, 12). Najve�i 

utjecaj topografije MPS-a uo�en je u podru�jima 1. okomitog odjeljka s rasponom razmaka 

između struktura od 0.6-1.4 µm (Slika 11 a, e) te 2. okomitog odjeljka s rasponom razmaka 

između struktura od 1.6-3.2 µm (Slika 11 b, f). U tim regijama, N52-, IB4- i CGRP-pozitivni 

neuriti slijedili su heksagonalne uzorke mikro-igli�astih struktura, usmjeravaju�i se du~ tri osi 

pod kutovima od 30, 90 i 150 stupnjeva. Ovakav usmjeren rast neurita primije�en je u svim 

podtipovima neurona spinalnog ganglija, i adultnih i neonatalnih. Suprotno tome, topografija 

MPS-a u podru�jima 3. okomitog odjeljka s rasponom razmaka između struktura od 4-15 µm 

(Slika 11 c, g) nije izazvala preferencijalni rast neurita ni u kojem smjeru i bila je sli�na 

nasumi�no orijentiranom rastu opa~enom na kontrolnim staklenim podlogama (Slika 11 d, h). 

Primjeri imunofluorescentno obojenih neonatalnih i adultnih neurona spinalnog ganglija 

pokazuju postojanje topografskog usmjeravanja u 1. i 2. okomitim odjeljcima MPS podloga 

(Slika 12 a-c) te njegovo smanjenje prema 3. okomitom odjeljku (Slika 12 d). Jasno je vidljivo 

da ravne kontrolne staklene povrbine nemaju sposobnost topografskog usmjeravanja, s 

nasumi�no orijentiranim neuritima (Slika 12 e-g). Ovi podaci pokazuju da samo specifi�an 

raspored mikro-igli�astih struktura daje topografske smjernice za rast neurita neonatalnih i 

adultnih neurona spinalnog ganglija. Postojanje specifi�nog usmjerenja neurita u MPS 



podru�jima s uskim razmakom između struktura (1. i 2. okomiti odjeljci) mo~e se djelomi�no 

objasniti dostupnob�u i blizinom struktura bto je potvrđeno analizom SEM slika (Slika 9). 

 

 

Slika 11. Kvantitativni u�inci povrbinske topografije mikro-igli�astih podloga (MPS), odnosno 

razmaka između mikro-igli�astih struktura, na usmjerenost neurita u razli�itim podtipovima 

(N52, IB4 i CGRP markeri): (a-d) neonatalnih i (e-h) adultnih neurona spinalnog ganglija. 

Radijalne vrijednosti predstavljaju intenzitet fluorescencije piksela iz FFT slika du~ istog kuta. 

Kutovi su prikazani od 0° do 180°, budu�i da je FFT osno simetri�na. Analiziran je ukupan 

broj od 180 neonatalnih i 180 adultnih neurona (n = 60 po svakom stani�nom markeru). 

 



 

Slika 12. U�inak povrbinske topografije mikro-igli�astih uzgojnih podloga (MPS) na 

usmjerenost neurita kultiviranih neurona spinalnog ganglija. Reprezentativne 

imunofluorescentne slike N52-ozna�enih neurita: (a) adultnih i (b) neonatalnih neurona 

uzgojenih u 1. okomitom odjeljku MPS-a nakon 1. dana in vitro (DIV), (c) adultnih neurona 

uzgojenih u 2. okomitom odjeljku nakon 3 DIV, (d) adultnih neurona uzgojenih u 3. okomitom 

odjeljku nakon 7 DIV, te adultnih neurona uzgojenih na kontrolnoj staklenoj povrbini nakon 

(e) 1 DIV, (f) 3 DIV i (g) 7 DIV. Mjerna traka: (a-f) 200 µm i (g) 100 µm. 

  



4.2. Rezultati elektrofiziolobke analize neurona 

Cilj nabe druge studije bio je istra~iti elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija, 

uklju�uju�i parametre akcijskih potencijala te u�estalost okidanja akcijskih potencijala neurona 

spinalnog ganglija, uzgojenih in vitro na silicijskim mikro-igli�astim podlogama u usporedbi s 

kontrolnim staklenim ravnim podlogama, koriste�i prilagođenu patch-clamp tehniku snimanja 

cijele stanice (engl. whole-cell patch-clamp). 

 

4.2.1. Princip prilagođenog patch-clamp sustava 

U svrhu istra~ivanja, razvijen je prilagođeni patch-clamp sustav temeljen na uspravnom (engl. 

upright) mikroskopu, osmibljen kako bi se prevladala neprozirnost mikro-igli�astih podloga. 

Konvencionalni patch-clamp sustavi, koji se oslanjaju na invertne mikroskope, optimalni su za 

rad s prozirnim supstratima poput staklenih ili plasti�nih uzgojnih podloga, ali ne zadovoljavaju 

potrebe kada su u pitanju neprozirni materijali. 

Ovaj se prilagođeni sustav sastoji od uspravnog mikroskopa s fiksnim polo~ajem objektiva i 

mikroskopskog postolja pomi�nog po x-, y- i z-osi za precizno podebavanje ~aribne ravnine 

stanice, te patch-clamp sustava u kojem se ~aribna ravnina pipete kontrolira pomo�u 

mikromanipulatora. Međutim, u takvoj konfiguraciji pristup pipete stanici te postizanje 

okomitog kuta između pipete i stani�ne membrane, klju�nog za formiranje pouzdanog „giga-

brtvljenja<, odnosno brtvljenja s otporom ve�im od 1 G (engl. giga-ohm seal) (116), 

predstavlja izazov zbog ograni�enog slobodnog prostora iznad uzorka, s obzirom da su 

objektivi pozicionirani iznad mikroskopskog postolja. Kako bi se to prevladalo, koribten je ne-

imerzijski objektiv velike radne udaljenosti (engl. non-immersion long-working distance 

objective). Ova modifikacija omogu�ila je da se mikroskopsko postolje, zajedno sa stanicama, 

pozicionira na odgovaraju�oj udaljenosti od objektiva. Takav raspored pru~a dovoljno prostora 

za okomiti pristup pipete stani�noj membrani, rezultiraju�i visokim stopama uspjeha za 

uspostavu „giga-brtvljenja<. Ovim pristupom, efektivno su replicirani uvjeti tradicionalnih 

patch-clamp sustava s invertnim mikroskopom, gdje zbog objektiva smjebtenih ispod 

mikroskopskog postolja postoji dovoljno slobodnog prostora za manevriranje pipetom iznad 

uzorka. 



U ovoj prilagođenoj konfiguraciji, proces patch-clamp snimanja cijele stanice (engl. whole-cell 

patch-clamp) ilustriran je na Slici 13. Prvo, pod ve�im pove�anjem (objektiv 40x) identificira 

se stanica prikladna za snimanje, te se postavlja u ~aribnu ravninu podebavanjem z-osi 

mikroskopskog postolja. Zatim se stavlja objektiv s manjim pove�anjem (objektiv 4x) kako bi 

se osigurao dodatan prostor da pipeta pristupi komori za snimanje sa stanicama, �ime se 

umanjuje rizik obte�enja vrha pipete (korak 1). Nakon toga, vrh pipete se pozicionira u ~aribnu 

ravninu i pribli~ava povrbini mikro-igli�aste podloge sa stanicama podizanjem mikroskopskog 

postolja. Stanice su sada izmjebtene iz fokusa, a objektiv se vra�a na ve�e (40x) pove�anje 

(korak 2). U sljede�em koraku, postolje mikroskopa i pipeta istovremeno se pomi�u kako bi se 

stanice ponovno fokusirale, a vrh pipete pribli~io stani�noj membrani. Naime, okretanjem 

mikro vijka u smjeru kazaljke na satu, postolje mikroskopa se spubta, izbacuju�i pipetu iz 

fokusa, a zatim se pipeta spubta prema dolje pomo�u mikromanipulatora kako bi se ponovno 

fokusirala. Ovaj se korak ponavlja sve dok stanice nisu ponovno fokusirane, a vrh pipete 

precizno pozicioniran iznad ciljane stanice (korak 3). Tijekom ovog koraka treba biti oprezan 

kako bi se eliminirao rizik od lomljenja vrha pipete o dno komore za snimanje i obte�enje 

stanice. Naposljetku, pipeta se precizno pomi�e prema stanici sve dok se ne stvori �vrst kontakt 

između pipete i stani�ne membrane, klju�an za uspjebno „giga-brtvljenje< i stabilno snimanje 

stanice putem patch-clamp tehnike (korak 4). 

U ovoj prilagođenoj konfiguraciji, pozicioniranje ~aribne ravnine stanice ostvaruje se 

pomicanjem z-osi mikroskopskog postolja. To predstavlja zna�ajnu razliku u odnosu na 

konvencionalni patch-clamp sustav s invertnom orijentacijom objektiva, pri �emu postolje 

mikroskopa ostaje nepomi�no dok se podebavanje ~aribne ravnine oslanja na pomicanje 

objektiva po z-osi. Također, u usporedbi s konvencionalnim sustavom s uspravnom 

orijentacijom objektiva, u ovom istra~ivanju koribten je objektiv s velikom radnom udaljenob�u 

kako bi se omogu�ilo manevriranje pipetom te postigla stabilna patch-clamp konfiguracija 

cijele stanice. Kao rezultat toga, nab prilagođeni pristup pokazao je stabilnost i dobre 

performanse. Preciznom i sinergisti�kom koordinacijom pokreta između postolja mikroskopa 

i pipete, ~aribne ravnine stanice i pipete usklađene su u jednu ~aribnu ravninu detekcije, bto je 

omogu�ilo izvođenje patch-clamp eksperimenata. Dodatno, koribtenje objektiva velike snage 

s produ~enom radnom udaljenob�u (preko 10 mm), uvelike poboljbava vizualizaciju uzorka, a 

također jam�i dovoljno slobodnog prostora iznad uzorka da pipeta okomito priđe stani�noj 

membrani, bto rezultira stvaranjem pouzdanog „giga brtvljenja< i produljenjem ukupnog 



procesa snimanja. Kako bi se dobio bolji kontrast slike, koribteno je svjetlosno polje s 

Hoffmanovom modulacijom. 

 

Slika 13. Shematski prikaz postupka patch-clamp snimanja cijele stanice in vitro (engl. whole-

cell patch-clamp) koribtenjem prilagođenog eksperimentalnog sustava koji se sastoji od 

uspravnog mikroskopa s fiksnim objektivima i pomi�nim mikroskopskim postoljem (po x-, y- 

i z-osi) na kojem se nalazi komora za snimanje sa stanicama, te sustava za patch-clamp (pipeta, 

dr~a� pipete, mikromanipulator, poja�alo, softver, itd.). }aribna ravnina stanice podebava se 

pomo�u mikroskopskog postolja, dok se ~aribna ravnina pipete kontrolira pomo�u 

mikromanipulatora. Kombinacijom pomicanja pipete i mikroskopskog postolja po z-osi, 

opti�ke ravnine stanice i pipete poravnavaju se u jednu detekcijsku ~aribnu ravninu, 

osiguravaju�i precizna i pouzdana elektrofiziolobka mjerenja. 



4.2.2. Elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija na MPS podlogama 

Primarni cilj ove studije bio je procijeniti utjecaj silicijskih mikro-igli�astih uzgojnih podloga 

(MPS) na elektrofiziolobka svojstva disociranih neurona spinalnog ganglija in vitro. 

Konkretno, cilj nam je bio procijeniti u�inak MPS povrbina na intrinzi�na elektri�na svojstva 

neurona (npr. membranski potencijal u mirovanju), na svojstva akcijskih potencijala (npr. 

amplituda AP-a) te na sposobnost okidanja akcijskih potencijala, pru~aju�i tako klju�an uvid u 

funkcionalnu stabilnost neurona. 

Kako bi se prikupili potrebni podaci, provedeno je patch-clamp snimanje cijele stanice (engl. 

whole-cell patch-clamp) u na�inu rada <current-clamp= u tri faze. Prva faza uklju�ivala je 

snimanje potencijala mirovanja bez primijenjene struje, druga faza uklju�ivala je primjenu niza 

depolariziraju�ih struja kako bi se pomaknuo membranski potencijal i izazvao AP, dok je u 

tre�oj fazi primijenjena struja ponovno vra�ena na nulu. 

Elektrofiziolobki parametri, prikazani na Slici 14, dobiveni su kra�om (100 ms) primjenom 

struje u rasponu od 50 pA do 1 nA u koracima od 50 pA kako bi se minimizirao utjecaj 

primjenjene struje na akcijske potencijale. Zabilje~en je transmembranski napon iz pet 

razli�itih stanica za svaku podlogu – kontrolne staklene i silicijske MPS podloge – te su 

analizirani karakteristi�ni elektrofiziolobki parametri prikazani na Slici 15. Vizualni pregled 

grafikona ukazuje da su svi parametri unutar sli�nog raspona neovisno o uzgojnoj podlozi. 

Kako bismo to potvrdili, proveli smo Mann-Whitneyev test za svaki par podataka kako bismo 

procijenili statisti�ki zna�ajna odstupanja. Rezultati su pokazali da nema zna�ajnih odstupanja 

u elektrofiziolobkim svojstvima između dviju vrsta uzgojnih podloga. Konkretno, nije bilo 

zna�ajnih razlika u prosje�nim membranskim potencijalima mirovanja (engl. resting 

membrane potentials, RMP) neurona uzgojenih na MPS povrbinama (−34.6  1.0 mV) u 

usporedbi s kontrolnim staklom (−37.8  3.6 mV). Sli�no, nisu primije�ene zna�ajne promjene 

u drugim elektrofiziolobkim parametrima, uklju�uju�i prag podra~aja AP-a (engl. threshold) 

(−15.6  2.6 mV na staklu vs. na −14.23  1.6 mV na MPS-u), amplitudu AP-a (64.2  3.2 mV 

na staklu vs. 63.5  4.1 mV na MPS-u), preba�aj potencijala (engl. overshoot) (26.3  1.3 mV 

na staklu vs. 28.9  3.3 mV na MPS-u), trajanje AP-a (engl. AP duration at the base) (80.8  

8.7 ms na staklu u odnosu na 84.5  11.7 ms na MPS-u), vrijeme porasta AP-a (engl. AP rising 

time) (73.5  7.3 ms na staklu u odnosu na 80.2  10.9 ms na MPS-u), vrijeme pada AP-a (engl. 



AP falling time) (7.2  3.6 ms na staklu u odnosu na 4.2  1.5 ms na MPS-u), i amplituda 

naknadne hiperpolarizacije (engl. afterhyperpolarization amplitude) (−14.0  1.1 mV na staklu 

u odnosu na −16.2  4.5 mV na MPS-u). Također, statisti�ka analiza nije pokazala zna�ajne 

razlike u membranskoj kapacitivnosti (engl. cell / membrane capacitance) između neurona 

uzgojenih na MPS povrbinama (13.7 ± 1.2 pF) i onih na kontrolnom staklu (14.5 ± 0.4 pF) (P 

vrijednost 0.8413). Reprezentativni akcijski potencijali dobiveni kra�im ubrizgavanjem struje, 

te specifi�no koribteni za analizu elektrofiziolobkih parametara prikazani su na Slici 16 (A-B). 

Nadalje, procijenili smo sposobnost generiranja akcijskih potencijala u neuronima kultiviranim 

na MPS-u i staklenim podlogama kako bismo usporedili njihovu sposobnost obrade neuronskih 

informacija, bto je klju�an pokazatelj pravilne stani�ne funkcije. Zabilje~en je broj akcijskih 

potencijala generiranih kao odgovor na du~e (500 ms) impulse struje u rasponu od 10 pA i 200 

pA u koracima od 10 pA. Primije�eno je da neuroni spinalnog ganglija generiraju jednostruke 

(Slika 16, C-D) i vibestruke (dva do pet) akcijske potencijale (Slika 16, E-F) na oba tipa 

uzgojnih podloga, MPS-u i staklu, s amplitudama u rasponu od 55 mV do 75 mV. Time 

rezultati ponovno naglabavaju odsutnost bilo kakvog zna�ajnog utjecaja sastava podloge na 

elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija. Također, nismo uo�ili nikakve promjene 

u elektrofiziolobkim aspektima neurona u razli�itim podru�jima mikro-igli�astih podlogama 

(podaci nisu prikazani), bto dodatno podupire zaklju�ak da dimenzije i gusto�a mikro-igli�astih 

struktura u naboj studiji nemaju btetan utjecaj na homeostazu i funkciju neurona. 

Zaklju�no, svi podaci zajedno ukazuju na to da upotreba 3D silicijskih mikro-igli�astih podloga 

in vitro nema zna�ajan negativan utjecaj na elektrofiziolobka svojstva disociranih neurona 

spinalnog ganglija u usporedbi s kontrolnim staklenim povrbinama, �ime se isti�e potencijal 

MPS podloga kao vrijedne platforme za stani�ne studije bez ugro~avanja funkcije neurona. 

 



 

Slika 14. Valni oblik akcijskog potencijala (AP) koji prikazuje izmjerene elektrofiziolobke 

parametre. Membranski potencijal mirovanja (engl. resting membrane potential, RMP) 

definiran je kao razlika napona na stani�noj membrani u stanju mirovanja. Prag podra~aja AP-

a (engl. threshold) identificira se kao napon u trenutku po�etka AP-a, dok se amplituda AP-a 

(APA) izra�unava kao razlika između membranskog potencijala mirovanja i maksimalnog 

napona AP-a, poznatog kao vrhunac AP-a (engl. AP peak). Preba�aj potencijala (engl. 

overshoot) određuje se od 0 mV do vrhunca AP-a. Trajanje AP-a (engl. AP duration at the 

base, APdB) definira se kao ukupno trajanje AP-a prije faze hiperpolarizacije, te obuhva�a 

vrijeme porasta AP-a (engl. AP rising time, APRT) odnosno vrijeme potrebno da se postigne 

vrhunac AP-a i vrijeme pada AP-a (engl. AP falling time, APFT) odnosno vrijeme potrebno da 

se AP vrati na svoj mirovni potencijal nakon bto dostigne svoj vrhunac. Amplituda naknadne 

hiperpolarizacije (engl. afterhyperpolarization amplitude, AHP) mjeri se od potencijala 

mirovanja do najvibe hiperpolarizirane razine tijekom AHP faze. Kratice: membranski 

potencijal mirovanja (RMP), amplituda akcijskog potencijala (APA), ukupno trajanje 



akcijskog potencijala (APdB), vrijeme porasta akcijskog potencijala (APRT), vrijeme pada 

akcijskog potencijala (APFT) i amplituda naknadne hiperpolarizacije (AHPA); mV – milivolti; 

ms – milisekunde. 

 

 

Slika 15. Pregled karakteristi�nih elektrofiziolobkih parametara neurona spinalnog ganglija 

(DRG) na mikro-igli�astim silicijskim uzgojnim podlogama (MPS) i ravnim staklenim 

povrbinama. Nije uo�ena statisti�ki zna�ajna razlika između parametara akcijskih potencijala 

zabilje~enih u neuronima uzgojenim na staklu i MPS-u (Mann-Whitneyev test: y-os prikazuje 

„Skor< ili „Rang vrijednosti podataka< (engl. Score / Rank values of data points) s obzirom da 

se prilikom izvođenja ovog statisti�kog testa sve vrijednosti rangiraju od ni~ih prema vibima u 

obje skupine, te izra�unava i uspoređuje prosjek rangova (prikazan horizontalnom linijom) u 

svakoj skupini). Broj neurona snimljenih na svakoj vrsti podloge: n = 5. Kratice: membranski 

potencijal mirovanja (RMP), amplituda akcijskog potencijala (APA), ukupno trajanje 

akcijskog potencijala (APdB), vrijeme porasta akcijskog potencijala (APRT), vrijeme pada 

akcijskog potencijala (APFT) i amplituda naknadne hiperpolarizacije (AHPA). 

 



Slika 16. Reprezentativni akcijski potencijali (AP) snimljeni patch-clamp tehnikom (engl. 

whole-cell patch-clamp) u na�inu rada <current-clamp= od neurona spinalnog ganglija (DRG) 

kultiviranih na silicijskim mikro-igli�astim podlogama (MPS) i kontrolnim staklenim 

povrbinama. A-B: AP kao odgovor na kra�e (100 ms) injekcije struje. C-F: AP kao odgovor na 

du~e (500 ms) impulse struje. Neuroni spinalnog ganglija generirali su pojedina�ne (A-D) i 

vibestruke (dva do pet) akcijske potencijale (E, F) na oba tipa uzgojnih podloga, MPS i staklu. 

Isprekidane vodoravne linije ozna�avaju 0 mV.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RASPRAVA 



Ova doktorska disertacija obuhva�a dvije studije koje je ispituju utjecaj topografski 

modificiranih trodimenzionalnih uzgojnih podloga s mikro-igli�astim strukturama (engl. 

micro-pillar substrates, MPS) na ponabanje neurona spinalnog ganglija izoliranih iz btakora. 

Prva studija fokusirana je na eksperimentalno istra~ivanje o utjecaju topografije mikro-

igli�astih podloga na rast i raspodjelu neurona, kao i na njihovu morfologiju, uklju�uju�i 

usmjerenost, duljinu i broj neurita, u usporedbi s kontrolnim ravnim staklenim podlogama. 

Druga studija predstavlja metodolobko istra~ivanje razvoja patch-clamp tehnike za snimanje 

na neprozirnim uzgojnim podlogama, bto je ujedno i prvi opis takve metodologije. Osim toga, 

druga studija uklju�uje i eksperimentalno istra~ivanje elektrofiziolobkih svojstava neurona 

spinalnog ganglija na mikro-igli�astim podlogama, uklju�uju�i parametre i sposobnost 

generiranja akcijskih potencijala, u odnosu na kontrolne ravne podloge. Rezultati ovih studija, 

koje uklju�uju detaljnu morfolobku i elektrofiziolobku karakterizaciju neurona na 3D 

podlogama, predstavljaju temelj za budu�a translacijska istra~ivanja u biomedicini. Cilj je 

osigurati da takve 3D podloge ne samo da ne narubavaju homeostazu i funkciju neurona, ve� i 

da poti�u njihov ~eljeni rast, morfologiju i kontrolirano topografsko vođenje, prije njihove 

biroke primjene u razli�itim biomedicinskim podru�jima. 

 

5.1. Utjecaj MPS podloga na raspodjelu i morfologiju neurona spinalnog ganglija 

Naba prva studija pokazala je da silicijske mikro-igli�aste podloge (MPS) mogu u�inkovito 

podr~ati rast neurona spinalnog ganglija, kako neonatalnih tako i adultnih. Raspodjela neurona 

na ovim podlogama nije uniformna, za razliku od onih na konvencionalnim ravnim staklenim 

podlogama, pri �emu neuroni spinalnog ganglija preferiraju podru�ja s određenim 

topografskim karakteristikama. atovibe, određene topografske zna�ajke MPS podloga 

povoljnije utje�u na rast neurona u usporedbi s ravnim kontrolnim podlogama. Zanimljivo je 

da neonatalni i adultni neuroni imaju razli�ite preferencije; neonatalni neuroni favoriziraju 

podru�ja MPS-a s uskim razmakom između mikro-igli�astih struktura (od 0.6 do 1.4 μm; 1. 

okomiti odjeljak) neovisno o birini struktura, dok adultni neuroni preferiraju bire strukture (od 

1.6 do 2.4 μm; 2. vodoravni odjeljak) s nebto ve�im razmakom (od 1.6 do 3.2 μm; 2. okomiti 

odjeljak). U podru�jima MPS podloga s najbirim razmakom između struktura (od 4 do 15 μm 

3. okomiti odjeljak) uo�en je najslabiji rast neurona, i adultnih i neonatalnih. 



Otkriveno je da MPS regije s u~im razmakom između mikro-igli�astih struktura (u 1. i 2. 

okomitom odjeljku; od 0.6-1.4 µm, te 1.6-3.2 µm) poti�u i bolje morfolobke karakteristike kod 

neonatalnih i adultnih neurona, razvijaju�i manji broj du~ih neurita. U ovim regijama, neuriti 

razli�itih podtipova neurona spinalnog ganglija pokazali su usmjeren rast du~ tri osi, pod 

kutovima od 30, 90 i 150 stupnjeva, razlikuju�i se od nasumi�no orijentiranog rasta na 

kontrolnim ravnim staklenim podlogama. Skeniraju�a elektronska mikroskopija otkrila je da 

neuriti rastu izravno na vrhovima mikro-igli�astih struktura bez dodira s njihovom bazom u 

podru�jima 1. i 2. okomitog odjeljka MPS podloga, bto ukazuje na uzrok njihovog specifi�nog 

usmjerenja. S pove�anjem razmaka između struktura (4-15 µm; 3. okomiti odjeljak), neuriti 

po�inju djelomi�no rasti i između mikro-igli�astih struktura, zbog �ega dolazi do smanjenja 

u�inka topografskog vođenja te smanjene usmjerenosti neurita i usporedivog nasumi�nog rasta 

kao na kontrolnim staklenim podlogama. Ti rezultati potvrđuju da samo određene konfiguracije 

mikro-igli�astih struktura pru~aju klju�ne topografske smjernice za usmjeren rast neurita kod 

neurona spinalnog ganglija, kako neonatalnih tako i adultnih. 

Tek nekoliko studija istra~ivalo je kako topografije uzgojnih podloga, i to onih s anizotropnim 

zna�ajkama, utje�u na rast neurona spinalnog ganglija i usmjerenost njihovih neurita. Takve 

topografije, uklju�uju�i mikro-udubljenja (engl. micro-grooved substrates) (147), nano-~ice 

(engl. nanowires) (148), nano-udubljenjima (engl. nano-patterned grooves) (88, 149) ili nano-

vlaknima (engl. electrospun nanofibers) (86) pokazale su sposobnost usmjeravanja rasta 

neurita na specifi�ne na�ine, obi�no induciraju�i paralelno usmjeravanje. Ovaj efekt nije bio 

ograni�en samo na neurone spinalnog ganglija; sli�ni rezultati zabilje~eni su i kod drugih tipova 

neurona uzgojenih na anizotropnim povrbinama, gdje periodi�ne geometrijske karakteristike 

poti�u ne samo ve�i rast neurita nego i njihovo usmjereno birenje du~ preferiranih smjerova 

(150). 

Ova studija prva je koja istra~uje utjecaj izotropne topografije na rast i morfologiju neurona 

spinalnog ganglija, uklju�uju�i neonatalne i adultne. Na izotropnim strukturama, neuriti prate 

postoje�e kontakte (stupi�e/iglice), te se prote~u prema novim kontaktima u blizini, 

rezultiraju�i visoko usmjerenim rasporedom neurita (78, 79, 95, 96, 101). U nabem slu�aju, 

usmjerenje neurita du~ radijalnih kutova od 30°, 90° i 150° bilo je vidljivo samo u regijama s 

u~im razmacima između struktura, bto upu�uje na to da mikro-igli�aste strukture slu~e kao 

"to�ke sidrenja" za rastu�i konus, omogu�uju�i br~e napredovanje. Ovaj fenomen zapa~en je i 



kod drugih tipova neurona uzgojenih na izotropnim topografijama, sugeriraju�i univerzalan 

mehanizam usmjeravanja rasta neurita putem topografskih smjernica (95-97, 99, 113).  

Zbog zna�ajnih razlika između neonatalnih i adultnih neurona (38), također mo~emo o�ekivati 

i razlike u njihovim odgovorima na topografiju MPS podloga. Primjerice, niska ekspresija 

integrina u adultnim neuronima (151) mo~e biti izvor razlika u odnosu na neonatalne neurone. 

Međutim, nabi podaci pokazuju da su te razlike minorne. I neonatalni i adultni neuroni 

spinalnog ganglija pokazali su poboljbani rast i usmjeravanje neurita u regijama s uskim 

razmacima između mikro-igli�astih struktura (1. i 2. okomiti odjeljci). Ovo pove�anje du~ine i 

usmjerenosti neurita, zajedno sa smanjenjem njihovog broja na tim podru�jima u odnosu na 

kontrolne staklene podloge, ukazuje na potencijal ovih topografija za podupiranje rasta neurona 

spinalnog ganglija, bez obzira na njihovu dob ili razvojnu fazu.  

Uspoređivanje nabih rezultata s drugim studijama predstavlja izazov zbog raznolikosti 

materijala, veli�ina, oblika i uniformnosti MPS podloga, kao i razli�itih metoda koribtenih za 

morfolobku analizu neurita. Međutim, rezultati su sli�ni. Uobi�ajene morfolobke promjene koje 

su zabilje~ene kod neurona na topografski modificiranim uzgojnim podlogama uklju�uju 

usmjeravanje neurita (108, 152), smanjenje grananja neurita (108, 152), pove�anje duljine 

neurita (152-154) i ve�u polarizaciju (105, 109). Opseg ovih promjena varira ovisno o vrsti 

neurona i karakteristikama uzgojnih podloga, naglabavaju�i slo~enost interakcija između 

neurona i njihovog fizi�kog okru~enja. 

Mogu�nost da se na predvidljiv na�in in vitro regulira ponabanje stanica kroz interakciju s 

razli�itim uzgojnim podlogama otvara nove mogu�nosti za primjene u tkivnom in~enjerstvu, 

izradi implantata, biosenzorima, mikro-�ipovima i osnovnim stani�nim istra~ivanjima. 

Primjerice, metoda razvijena od strane Poole i suradnika omogu�uje izravno pra�enje 

mehanotransdukcije u primarnim osjetnim neuronima na definiranim podru�jima interakcije 

stanice i podloge (155). Nab fokus bio je na identificiranju najoptimalnije topografije 3D 

mikro-igli�astih podloga koja favorizira rast i usmjerenje neurita, bto bi moglo doprinijeti 

razvoju naprednih mikro-elektrodnih �ipova s to�no definiranim fizi�kim karakteristikama za 

precizna elektrofiziolobka snimanja. 

 



5.2. Utjecaj MPS podloga na elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija 

Prethodna istra~ivanja otkrila su da varijacije u topografiji mikro-igli�astih podloga zna�ajno 

utje�u na razli�ite aspekte ponabanja stanica, uklju�uju�i njihov rast, usmjerenost, adheziju i 

vijabilnost, s promjenjivim efektima ovisno o tipu neurona (96, 97, 99, 144, 156). Postoji 

mogu�nost da svi ovi �imbenici mogu inducirati elektrofiziolobke karakteristike razli�ite od 

onih zabilje~enih prilikom tradicionalnog kultiviranja stanica na glatkim staklenim ili 

plasti�nim podlogama. Na primjer, fizi�ki pritisak vrha pipete na stani�nu membranu neurona, 

kada se neuroni nalaze na 'biljastim' topografskim strukturama, poput struktura okomitih 

stupi�a (iglica) MPS podloga, mo~e uzrokovati obte�enje neurona i promjene u njihovim 

elektrofiziolobkim svojstvima. Trenuta�ni nedostatak elektrofiziolobkih istra~ivanja 

disociranih neurona spinalnog ganglija uzgojenih na MPS povrbinama in vitro naglasili su 

potrebu za ovom studijom. 

Naba druga studija pokazala je da elektrofiziolobka svojstva disociranih neurona spinalnog 

ganglija ostaju nepromijenjena na 3D silicijskim mikro-igli�astim podlogama u odnosu na 

kontrolne ravne staklene povrbine. Koribtenjem „whole-cell patch-clamp< tehnike, utvrđeno je 

da neuroni kultivirani na mikro-igli�astim podlogama zadr~avaju sli�ne parametre akcijskih 

potencijala i sli�nu sposobnost generiranja akcijskih potencijala kao i neuroni na kontrolnim 

podlogama, bto implicira da je funkcionalni integritet uzgojenih neurona na mikro-igli�astim 

podlogama osiguran. Pritom je koribten prilagođeni patch-clamp sustav temeljen na uspravnom 

mikroskopu kako bi se prevladala neprozirnost MPS povrbina. Dodatne modifikacije sustava, 

uklju�uju�i upotrebu objektiva velike radne udaljenosti i pomi�no mikroskopsko postolje, 

omogu�ile su pristup membrani neurona pod optimalnim kutom, va~nim za uspostavljanje 

kvalitetnog „giga-seal<-a, osiguravaju�i tako stabilna i pouzdana elektrofiziolobka mjerenja 

koja repliciraju uvjete konvencionalnog patch-clamp sustava s invertnim mikroskopom. Kao 

rezultat ovih modifikacija, broj neurona isklju�enih iz analize zbog neadekvatnih uvjeta 

prilikom snimanja bio je sli�an u obje eksperimentalne skupine. Ovo je ujedno i prvi opis 

metodologije snimanja ne neprozirnim podlogama. 

Ova linija istra~ivanja posebno je va~na u razvoju visokokvalitetnih elektrofiziolobkih uređaja 

opremljenih 3D elektrodama, koji omogu�avaju precizno snimanje i stimulaciju elektrogenih 

stanica. Također, ovakva istra~ivanja neophodna su za osiguranje da implantati s ugrađenom 

3D topografijom budu u potpunosti kompatibilni s prirodnom funkcijom tkiva prilikom njihove 

integracije u organizam, bto je od iznimne va~nosti u tkivnom in~enjerstvu i regenerativnoj 



medicini. Stoga su temeljite elektrofiziolobke analize neurona uzgojenih na 3D podlogama 

neophodne kako bi se potvrdilo da te podloge podupiru zdrav razvoj neurona, njihovu 

morfologiju i usmjeren rast neurita, bez negativnog utjecaja na njihovu funkciju.  

Elektrofiziolobki uređaji sa 3D elektrodama, �ija topografija odgovara onoj na 3D uzgojnim 

podlogama, igraju klju�nu ulogu u raznim aspektima unutarstani�ne i izvanstani�ne 

elektrofiziologije. To uklju�uje neuroelektroni�ka su�elja (157), komplementarne metal-

oksidne poluvodi�ke mikro-elektrodne �ipove (CMOS-MEA) (158), te tehnike opti�kog 

snimanja (optogenetika) (159). Su�elja za snimanje i stimulaciju neurona neprestano se 

razvijaju za upotrebu u neuromodulaciji, simuliranju ljudskog senzornog sustava, te integraciji 

s tehnologijama umjetne inteligencije za ostvarivanje pam�enja i prepoznavanja (160). 

Napredak u ovom podru�ju omogu�uje, primjerice, implantaciju mikro-elektrodnih �ipova u 

somatosenzorni i motori�ki korteks za upravljanje robotskim protezama kod pacijenata s 

obte�enjima motori�kih funkcija (161). 

U okviru nabeg istra~ivanja, koribtenje �ipova za izvanstani�no snimanje, poput CMOS-MEA, 

klju�no je za razumijevanje kako patolobka stanja, poput neuropatske boli, utje�u na 

elektrofiziolobka svojstva disociranih neurona spinalnog ganglija. Ovi napredni �ipovi 

omogu�avaju detaljno pra�enje elektri�ne aktivnosti neurona, uklju�uju�i birenje akcijskih 

potencijala du~ aksona, �ime se pru~a uvid u dinamiku signalizacije neurona i istra~ivanje 

njihovih filtracijskih svojstva na preciznoj razini (137-139). Integracijom elektri�nih 

stimulacijskih krugova, CMOS-MEA �ipovi omogu�uju kontrolu nad aktivnob�u neurona, bto 

je od izuzetne va~nosti za istra~ivanje mehanizama promijenjene podra~ljivosti neurona 

spinalnog ganglija i stvaranja ektopi�nih pra~njenja u stanjima kroni�ne boli, kao i za 

istra~ivanje odgovora neurona spinalnog ganglija na nove modalitete lije�enja boli, poput 

elektri�ne stimulacije spinalnog ganglija (25). Koriste�i mikro-igli�aste podloge (MPS) koje 

repliciraju topografsku strukturu aktivnih elektroda na CMOS-MEA �ipovima, naba studija te~i 

optimalnom dizajnu ovih �ipova te kontroliranom topografskom vođenju neurita kultiviranih 

neurona. Ovakav pristup ne samo da omogu�ava precizno modeliranje interakcija između 

neurona i elektroda, ve� i pru~a temelje za razvoj inovativnih terapeutskih strategija usmjerenih 

na ubla~avanje boli. 

Naba studija potvrđuje da neuroni spinalnog ganglija, uzgojeni na trodimenzionalnim 

silicijskim mikro-igli�astim podlogama, zadr~avaju svoja elektrofiziolobka svojstva na razini 



usporedivoj s onom kod neurona uzgojenih na tradicionalnim staklenim ravnim podlogama. 

Ovi rezultati, zajedno s podacima iz prve studije (156) i literature (162), isti�u mikro-igli�aste 

podloge kao obe�avaju�u 3D platformu za stvaranje kontroliranih stani�nih okru~enja. 

Sposobnost ovih podloga da o�uvaju klju�na svojstava neurona spinalnog ganglija, osobito 

kada raspored i geometrija struktura (iglica/stupi�a) odgovaraju onima koribtenima u naboj 

studiji, naglabava njihov potencijal za bire primjene u biomedicinske svrhe. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUAK 



Glavni zaklju�ci provedenih istra~ivanja uklju�uju�i eksperimentalno istra~ivanje prve studije 

te metodolobko i eksperimentalno istra~ivanje druge studije su sljede�i: 

• Silicijske mikro-igli�aste podloge (MPS) pozitivno utje�u na rast i razvoj neurona 

spinalnog ganglija, kako neonatalnih tako i adultnih. atovibe, određene topografske 

zna�ajke MPS podloga povoljnije utje�u na rast neurona nego kontrolne staklene ravne 

podloge. 

• Topografija mikro-igli�astih podloga utje�e na raspodjelu neurona spinalnog ganglija; 

raspodjela neurona na MPS podlogama nije ravnomjerna, kao kod kontrolnih podloga. 

Neonatalni neuroni pokazuju preferencijalan rast na podru�jima MPS-a s uskim 

razmakom između mikro-igli�astih struktura (od 0.6 do 1.4 μm; 1. okomiti odjeljak) 

neovisno o veli�ini struktura. Adultni neuroni preferiraju bire strukture (od 1.6 do 2.4 

μm; 2. vodoravni odjeljak) s nebto ve�im razmakom između njih (od 1.6 do 3.2 μm; 2. 

okomiti odjeljak). 

• Topografija mikro-igli�astih podloga ima pozitivan u�inak na morfologiju neurona 

spinalnog ganglija u odnosu na kontrolne staklene podloge. U podru�jima MPS-a s 

u~im razmakom između struktura (u 1. i 2. okomitom odjeljku; od 0.6-1.4 µm, te 1.6-

3.2 µm) neonatalni i adultni neuroni pokazuju bolje morfolobke karakteristike, 

uklju�uju�i usmjereniji rast neurita, dulje neurite i manju razgranatost neurita, u 

usporedbi s ostalim podru�jima MPS-a i kontrolnim podlogama . 

• Elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija ostaju nepromijenjena na 

silicijskim mikro-igli�astim podlogama. Neuroni kultivirani na MPS podlogama 

posjeduju sli�ne parametre akcijskih potencijala i sli�nu sposobnost generiranja 

akcijskih potencijala kao i neuroni na kontrolnim podlogama, bto ukazuje na o�uvanje 

funkcionalnog integriteta neurona uzgojenih na MPS podlogama. 

• Razvijen je prilagođeni patch-clamp sustav u svrhu snimanja na neprozirnim MPS 

povrbinama koji omogu�ava stabilna i pouzdana elektrofiziolobka mjerenja, usporediva 

s onima dobivenima konvencionalnim patch-clamp sustavom. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. SA}ETAK 



Na ponabanje kultiviranih stani�nih modela, posebice neurona, zna�ajno utje�u kemijska i 

fizi�ka svojstva njihovog mikro-okoliba. Za razliku od tradicionalnih monoslojnih sustava, 

trodimenzionalne (3D) platforme za uzgoj stanica, koje integriraju mikro- i nano-strukture, 

poboljbavaju performanse stani�nih modela oponabaju�i arhitekturu biolobkih tkiva. Stoga se 

3D uzgojne podloge sve vibe koriste u stani�noj biologiji kako bi se stvorili nosa�i (engl. 

scaffolds) za biroki spektar primjena u neurobiologiji, kardiologiji i bioin~enjeringu. 

Cilj nabeg istra~ivanja i ove doktorske disertacije bio je ispitati u�inke 3D uzgojnih podloga na 

bazi silicija s topografskim strukturama okomitih stupi�a (iglica) (engl. micro-pillar substrates, 

MPS) na morfolobka i elektrofiziolobka svojstva neurona spinalnog ganglija in vitro. Proveli 

smo temeljitu analizu rasta i raspodjele neurona, te njihove morfologije (usmjerenost, grananje 

i du~ina neurita) na razli�itim topografijama MPS podloga, kao i karakteristika akcijskih 

potencijala u usporedbi s onima na standardnim staklenim povrbinama. 

Rezultati pokazuju da su MPS podloge podjednako pogodne za rast i adultnih i neonatalnih 

neurona spinalnog ganglija kao i kontrolne staklene podloge, pri �emu neonatalni neuroni 

preferiraju podru�ja s naju~im razmakom između struktura (0.6-1.4 µm), dok adultni neuroni 

favoriziraju nebto biri razmak (1.6-3.2 µm). U ovim MPS podru�jima (0.6-3.2 µm) neuroni 

spinalnog ganglija imali su i bolje morfolobke karakteristike, pri �emu su i adultni i neonatalni 

neuroni razvili manji broj du~ih neurita te specifi�an usmjereni rast neurita u svim podtipovima 

neurona (N52-, IB4- i CGRP-pozitivni) usmjeravaju�i se du~ tri glavne osi (30°, 90° i 150°), 

bto nije bio slu�aj u preostalom podru�ju MPS-a i kontrolnim staklenim podlogama gdje je rast 

neurita nasumi�no orijentiran. To naglabava utjecaj topografije MPS-a na usmjeravanje rasta 

neurita i oblikovanje ukupne morfologije neurona. Na dalje, elektrofiziolobka analiza putem 

patch-clamp tehnike pokazuje da neuroni na MPS-u odr~avaju parametre akcijskih potencijala, 

te sposobnost okidanja akcijskih potencijala sli�ne onima na staklu, osiguravaju�i o�uvanje 

klju�nih elektrofiziolobkih svojstava neurona spinalnog ganglija na povrbinama MPS-a. 

Ova otkri�a isti�u potencijal MPS uzgojnih podloga kao optimalnog 3D sustava za primjene u 

neuroznanosti, utiru�i put za razvoj implantata tkivnog in~enjerstva i naprednih �ipova za 

snimanje neurona, poput mikro-elektrodnih �ipova (MEA), s precizno definiranim fizi�kim 

zna�ajkama koje poti�u i strukturni integritet i funkcionalnu odr~ivost kultiviranih neurona. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. SA}ETAK NA ENGLESKOM JEZIKU (SUMMARY) 



(Characterization of dorsal root ganglion neurons cultured on micro-pillar substrates) 

Cultured cellular models, especially neurons, are profoundly influenced by their 

microenvironment’s chemical and physical properties. Unlike traditional monolayer culture 

systems, three-dimensional (3D) cell culture platforms, integrating micro- and nanostructures, 

enhance cellular model performance by mimicking biological tissues architecture, leading to 

their increased use in cell biology to create scaffolds for a broad spectrum of applications across 

neurobiology, cardiology, and bioengineering. 

Our research explores the effects of silicon-based substrates with vertically aligned micro-pillar 

structures (MPS) on both the morphological and electrophysiological properties of dorsal root 

ganglion (DRG) neurons in vitro. We conducted a thorough analysis of neuronal growth and 

distribution, morphology (neurite alignment, branching, and length) across different MPS 

topographies, as well as action potential characteristics compared to those on control glass. 

The results indicate that MPS environments are as conductive to the growth of both adult and 

neonatal DRG neurons as traditional glass surfaces, with neonatal neurons preferring areas with 

the narrowest spacing between micro-pillar structures (0.6-1.4 µm), and adult neurons favoring 

a slightly wider spacing (1.6-3.2 µm). In these MPS areas (0.6-3.2 µm) both neonatal and adult 

DRG neurons had better morphological characteristics, exhibiting smaller number of longer 

neurites and directed growth of neurites in all subtypes of DRG neurons (N52-, IB4-, and 

CGRP-positive) aligning along three major axes (30°, 90°, and 150°), which is not the case in 

the remaining areas of MPS and control glass where neurite growth is randomly oriented. This 

highlights the influence of MPS topography on directing neurite outgrowth and shaping the 

overall morphology of DRG neurons. Moreover, electrophysiological analysis via whole-cell 

patch-clamp recordings indicates that neurons on MPS maintain action potential parameters 

and firing patterns similar to those on glass, ensuring the preservation of DRG neurons’ crucial 

electrophysiological properties on MPS surfaces.  

These findings underscore the potential of MPS as an optimal 3D system for neuroscience, 

facilitating the development of tissue-engineered constructs and advanced neuro-electronic 

interfaces, including high-throughput micro-electrode arrays (MEA), with precise physical 

features that foster both the structural integrity and functional viability of cultured neurons. 
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